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I. INTRODUCCION
I. 1 ACCION DE LOS TUMORES SOBRE EL METABOLISMO GENERAL DEL 
HUESPED.
I. 1.1. El estado de caquexia es un slntoma general en los su­
jetos portadores de neoplasia.
El estado de caquexia es un slntoma general que se ma­
nif iesta en todo organismo portador de un tumor, y que va hacién 
dose cada vez mâs acusado a medida que avanza el proceso malig- 
no.
Los slntomas visibles de esta caquexia asociada al can­
cer son entre otros un râpido descenso del peso corporal, hipo 
glucemia, agotamiento de los depôsitos de glucôgeno hepâtico, 
disminuciôn de la masa muscular con pêrdida de proteinas, con 
sumo de los llpidos del tejido adiposo, balance de nitrôgeno 
negative y disfunciones en procesos fisiolÔgicos esenciales pa 
ra el organismo (1).
Los animales portadores de tumores expérimentales cons- 
tituyen un modelo adecuado para cl estudio'del cancer, debido a 
que en ellos aparecen los mismos slntomas y alteraciones metabô 
licas que se han detectado en humanos. (15). Asl por ejemplo, en 
el caso de las ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida, 
a los 6 o 7 dlas de la implantaciôn del tumor, el animal comien 
za a perder peso, manifiesta una acusada hipoglucemia y empieza 
a detectarse una hiperlipemia en plasma, que parece ser conse- 
cuencia de la utilizaciôn de los depôsitos grasos del huesped con
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fines energêticos. Sobre el noveno o décimo dîa de la implanta 
cl6n del tumor, se nota un aumento considerable del peso del 
hîgado y bazo, disminuciôn del tejido muscular esquelêtico, au 
mento del peso de las suprarrenales y desapariciôn compléta de 
los llpidos de los depôsitos grasos. Todo ello refleja la desin 
tegraciôn general del huesped (2).
I. 1.2. En el huesped portador de tumor se produce una pêrdida
de control sobre la utilizaciôn del combustible metabô­
lico .
En 1972 Weinhouse (3), en un trabajo sobre el metabolis 
mo de los animales portadores de tumor, concluye que el cancer 
como trastorno estâ caracterizado por la pêrdida de control del 
huesped sobre la proliferaciôn celular del tumor. El autor (210) 
senala que entre las alteraciones moleculares producidas por 
las neoplasias, hay una pêrdida de enzimas que estan bajo la 
regulaciôn del huesped y que van asociadas a la funciôn hepâti 
ca (glucoquinasa, aldolasa B y piruvato quinasa tipo II), y su 
reemplazamiento por enzimas con estructuras moleculares alte- 
radas, que no estan bajo la regulaciôn del huesped en cuanto 
que su control es independiente de las hormonas y de la dieta 
(hexoquinasa, aldolasa A y piruvato quinasa tipo I), pero que 
sin embargo tienen un papel muy importante en la utilizaciôn 
del combustible metabôlico.
En 1974 Waterhouse (4), sehala que en los pacientes que 
poseen un cancer que crece incontroladamente no se ponen en mar
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cha los mecanismos de adaptaciôn metabôlica para reducir el con 
sumo energëtico, que se manifiestan por ejemplo, en los casos 
de inaniciôn. El fallo en reducir el gasto de calorias y la con 
tinua utilizaciôn de aminoScidos para la gluconeogénesis, impli 
ca la pêrdida de una adaptaciôn enzimâtica orgânica para una me 
jor conservaciôn energética. Todo parece indicar que en el ani. 
mal portador de tumor no se ponen en marcha los recursos meta- 
bôlicos normales para reducir al minime el gasto energëtico, y 
esto va produciendo un agotamiento cada vez mayor de los meta­
bolitos indispensables del huesped.
Se ha demostrado que el aporte de oxîgeno al tejido can 
ceroso es menor que el que recibe un tejido normal (1). Esto se 
debe a las anomallas vasculares de dicho tejido, que traen como 
consecuencia un flujo sangulneo varias veces menor que el de los 
tejidos homôlogos normales. Segûn esto, parece ser que la res- 
piraciôn de los tumores es déficiente a causa de la hipoxia lo 
cal. Por lo tanto, la glicolisis anaerobia es la principal fuen 
te de energla de la cêlula cancerosa "in vivo". Este tipo de gli^  
colisis tiene un rendimiento energëtico muy bajo ( 2 molêculas 
de ATP por molêcula de glucosa) en comparaciôn con la respira- 
ciôn oxidativa via ciclo de Krebs (30 molêculas de ATP por molé 
cula de glucosa), Debido a ello, el consumo de molêculas de glu 
cosa por parte del tumor es enorme (5,6).
I. 1.3. El tumor cubre sus necesidades energêticas a expensas 
de metabolitos del huesped.
Gold (7) explica el mecanismo termodinâmico que conduce
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a la caquexia asociada al cancer: "Diversas experiencias prue 
ban que en los pacientes con cancer tiene lugar una pêrdida ira 
portante y progresiva de energla a expensas de los tejidos no 
cancerosos, en virtud del estahleciraiento de un sistema cîcli- 
co de pêrdida energética, dependiente de un acoplaraiento entre 
glicolisis en el tejido turaoral y gluconeogénesis en los teji­
dos del huesped. De esta raanera el turaor cubrirla sus necesida­
des energêticas a expensas de los metabolitos del huesped, pro- 
vocando en êste un déficit de los mismos, y quizâ fundamental- 
mente de glucosa, que constituirla via glicolisis su principal 
combustible respiratorio".
La glucosa es un metabolito fundamental para las cêlulas 
neoplâsicas, las cuales la utilizan para cubrir sus necesidades 
energêticas, y para la slntesis de ribosa, via ciclo de las pen 
tosas. Se ha demostrado (1) que las cêlulas cancerosas son es­
paces de transformer en gran extensiôn el esqueleto hidrocarbo 
nado de la glucosa en las pentosas de los Scidos nucleicos.
Diversos autores (8-10) han encontrado un bajo conteni­
do en glucôgeno en el higado de ratas portadoras de una neopla 
sia. Dichos autores lo atribuyen a un aumento en el consurao de 
glucosa por el turaor, a una alteraciôn en su slntesis^ o a una 
hipermovilizaciôn por tôxicos elaborados por el turaor. Sin em­
bargo, estlraulcs con adrenalina y glucagôn en animales con tu- 
mores Yoshida y Wal)çer-256, confirraan la idea de que la slnte­
sis y degradaciÔn del glucôgeno es seraejante en animales norraa 
les y portadores de turaor (11). Los tumores no ejercen aparen
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temente ninguna alteraciôn sobre el metabolismo del glucôgeno. 
Esto conduce a la conclusiôn de que el déficit de glucôgeno he 
pStico en los animales portadores de tumor es debido a la ele- 
vada utilizaciôn de la glucosa por parte de las cêlulas neoplâ 
sicas.
En estudios realizados por De la Piedra y Castro Mendo­
za (12) se llega a la conclusiôn de que la anemia que padecen 
los sujetos con cancer puede ser debida principalmente a una 
carencia de precursores metabôlicos necesarios para la produc 
ciôn del nûcleo tetrapirrôlico del Hemo.
Una vez que el tumor ha agotado las réservas del glucô­
geno hepâtico del huesped, utiliza las proteinas tisulares y 
las grasas contenidas en el tejido adiposo para la obtenciôn 
de glucosa y energia.
Se han descrito (13) alteraciones en el metabolismo de 
los llpidos inducidas por el crecimiento del tejido neoplâsico, 
en animales portadores de tumor. En los tejidos tumorales se 
ha encontrado un intenso catabolismo de los âcidos grasos ha- 
cia la formaciôn de acetil-acetato (14). También se han des­
crito (13) niveles elevados de alanina en la sangre de pacien 
tes con cancer. La incorporaciôn de alanina a la sangre es un 
Indice directe del catabolismo de las proteinas musculares, el 
cual puede ser la causa del alto nivel de debilidad y de caque
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xia que alcanza el paciente en estadîos avanzados del desarro 
llo del tumor. Por otra parte, la alanina parece ser el amino 
âcido mâs utilizado como sustrato gluconeogênico durante esta 
dios de ayuno e inaniciôn (16,17).
Existen también estudios que muestran un acelerado ca­
tabolismo de la albumina en animales portadores de tumor (18,
19), e incluso la captaciôn de la proteina compléta por el te 
jido tumoral (20,21).
En una excelente revisiôn sobre los aspectos bioquimicos 
de las relaciones metabôlicas tumor-huesped, Shapot (1) conclu 
ye de la siguiente manera: "Es posible que el râpido consumo por 
parte del tumor de metabolitos esenciales proporcionados por el 
huesped, sea muy diverse y no se reduzca simplemente a la utili 
zaciôn de glucosa y compuestos nitrogenados. No debe sorprender- 
nos si en el future se demuestra que el tumor actüa también como 
"trampa de vitaminas", privando a los sistemas enzimâticos de los 
ôrganos vitales del huesped, de cofactores y grupos prostéticos 
esenciales. Si esto fuera cierto, y el tumor estuviera también 
dotado de la capacidad de captar las vitaminas del huesped, se e£ 
clarecerîa el motive de la distrofia que presentan los ôrganos in­
ternes del huesped, causada por el desarrollo del tumor".
I. 2. IMPLICACIONES DE LA VITAMINA ^ DE LOS FOLATOS EN LA BIO­
SINTESIS DEL TIMIDILATO
En este apartado vamos a intentar establecer claramente la 
relaciôn entre los procesos metabôlicos implicados en la divisiôn 
celular, y la disponibilidad de vitamina B^  ^ Y folatos metabolica
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mente actives. Con esta relaciôn queremos recalcar la importan 
cia que pueden tener estas vitaminas en el desarrollo del pro- 
ceso tumoral.
I. 2.1 Vitamina ^. Antecedentes histôricos y metabolismo ge­
neral .
El descubrimiento de la vitamina  ^va unido a la his- 
toria de la arjemia perniciosa. El primer paso a destacar en la 
serie de sucesos que condujeron a la caracterizaciôn de la vi­
tamina es el trabàjo de Minot y Murphy en 1926 (22), en el
que estos autores demostraron que la administraciôn oral de ex- 
tractos crudos de hîgado era efectiva. en el tratamiento de la 
anemia perniciosa.
A partir de aquel momento se empezô a investigar sobre la 
identidad del principio activo contenido en el hîgado, capaz de 
curar dicha enfermedad.
En el ano 19 36 (23) , en Noruega, se consiguiô el aislamien 
to de una preparaciôh semicristalina de color amarillo anaranja- 
do, que exibîa una elevada actividad anti-anemia perniciosa cuan 
do era inyectada a pacientes con esta enfermedad. El estallido 
de la Segunda Guerra Mundial interrumpiô estos estudios, pero 19 
aftos mSs tarde, cuando dichas preparaciones ya casi olvidadas fue 
ron examinadas de nuevo por otros investigadores, aquellos cris- 
taies resultaron ser vitamina B^gf ya por entonces caracterizada.
En 1948, Smith (24) y el grupo de Rickes (25), trabajando
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por separado, consiguieron aislar en forma cristalina el factor
anti-anemia perniciosa a partir de extractos de hîgado y rihôn.
A dicho factor le dieron la denominaciôn de vitamina B . En
1 2
aquel mismo ano se comenzô a dar aplicaciôn clînica a esta vi­
tamina, inyectSndosela a pacientes con anemia perniciosa (26).
Aparté de los estudios realizados sobre el principio ac­
tivo que curaba la anemia perniciosa, otras investigaciones que 
contribuyeron enormemente al conocimiento de las propiedades 
de la vitamina fueron las realizadas con microorganismos.En
1947 Shorb (27), llevando a.cabo unos estudios sobre los facto- 
res de crecimiento del Lactobacillus lactis, descubriÔ que ex­
tractos de hîgado ligeramente purificados contenîan un factor de 
crecimiento esencial para ese microorganismo. El descubrimiento 
de éste y de otros microorganismos (Lactobacillus leichmanii, 
Euglena gracilis), que necesitan vitamina para su crecimien
to, ha proporcionado buenos métodos de medida de niveles de vi­
tamina B 2^ Gn muestras biolôgicas, que unicamente en los ûlti- 
mos anos han sido reemplazados por los métodos de diluciôn iso 
tôpica.
El descubrimiento de que la vitamina  ^ "o era un ûnico 
compuesto, sino que se presentaba en formas diferentes, no tuvo 
lugar hasta 1958, fecha en la que Barker y col (28) encontraron 
una forma de la vitamina sensible a la luz. Dicho descubrimien­
to tuvo lugar como resultado de unos estudios sobre una ruta me 
tabôlica especial del glutamato en Clostridium tetanomorphum. Es- 
to condujo poco después al descubrimiento de la Ado-Cbl.
—9—
La configuraciôn espacial de la CN-Cbl se conociô en 1956 
(29), mediante la aplicaciôn de técnicas de difracciôn de rayos 
X, y en 1961 (30) se describiô la estructura de la Ado-Cbl, so- 
lamente 3 afios después de su aislamiento.
Sobre los aftos 60 se descubriÔ que la transferencia del 
grupo metilo del N^-metil-THF, requerla otra forma de vitamina  ^
distinta de la Ado-Cbl. Esta nueva forma resultô ser la Me-Cbl, y 
se demostrô que dicha coenzima de la vitamina g intervenîa en la 
conversiôn de la H-CYS a MET, en un sistema de reacciôn complejo 
propuesto por Foster y col. en 1964 (31).
Finalmente, en 1961 (32) se puso en evidencia que la Ado-Cbl 
era imprescindible para la isomerizaciôn de la metil-malonil-CoA 
a succinil-CoA, quedando asi définitivamente establecida la fun- 
cionalidad bioqulmica de las dos côenziipas de la vitamina B^ ^ "
El nucleo de cobalamina es un anillo de corrina con un 
âtomo de cobalto en el centro.
El anillo de corrina contiene 
4 unidades pirrôlicas. Dos de 
ellas, los anillos A y D estan 
ligadas por puentes metinicos.
Los sutituyentes de los anillos 
pirrôlicos son los grupos metilo 
(-CH^), propionamida (-CH^-CH^- 
-CO-NH_) y acetamida (-CH--CO-NH_).
2 2 2 CH)
CH
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El âtomo de cobalto queda unido a los 4 nitrôgenos del anillo 
central. El quinto sustituyente del cobalto es un derivado del 
5,6— dimetil-benzimidazol, que contiene ribosa-3-fosfato y ami 
noisopropanol. El grupo amino de este ultimo compuesto, se en- 
cuentra unido a una cadena lateral del anillo D mediante una 
uniôn amida. El sexto sustituyente del âtomo de cobalto puede 
corresponder a 4 radicales diferentes (cianuro, hidroxilo, meti. 
lo y adenosilo), dando lugar a las 4 formas de cobalamina que 
se encuentran en tejidos de mamiferos.
En la Figura 1 estâ representada la estructura de la vi­
tamina B-| 2 '
El nûcleo de cobalamina es sintetizado exclusivamente por 
microorganismos. Los animales y las plantas son incapaces de sin 
tetizarlo. Debido a ello, los mamiferos deben suplir en la dieta 
sus necesidades fisiolôgicas de vitamina  ^« En el lumen intes­
tinal existen bacterias anaerobias capaces de sintetizarla en pe 
quena proporciôn.
Las células de mamiferos tienen capacidad de sintetizar las 
2 formas coenzimâticas activas de la vitamina B^  ^ " El âtomo de co 
balto de la cobalamina puede encontrarse en un estado de oxidaciôn 
+1, +2 6 +3. El estado de oxidaciôn +3 corresponde a la OH-Cbl, 
y se suele representar como forma gg(Co^^). Dicha forma es redu 
cida a un estado divalente B^^^(Co^^), y a un estado monovalente
-11-


















(Co ), mediante la accion de un sistema de reductasas aco- 
pladas al NADH. La forma B^ ^^  ^ (Co^) es el sustrato para la reac­
ciôn enzimStica final que originarâ la coenzima activa. El grupo
5' -desoxiadenosilo es transferido desde el ATP a la vitamina B^^^ 
{ C o * ) , para dar lugar a la Ado-Cbl. La secuencia de reacciones
que acabamos de exponer es la siguiente:
®12 B^2r Reductasa ^
•-------> ®12s^*“°  ^ Adenosil-transferasa^ Ado-Cbl
Todo este sistema opera en el interior de la mitocondria.
Los pasos biosintéticos que conducen a la formaciôn de la 
Me-Cbl no estan asclarecidos por completo. Parece probable que la 
sîntesis de Me-Cbl tenga lugar en el citoplasma e implique una 
secuencia de reacciones de reducciôn-metilaciôn, (33,34).
El modelo quîmico de la sintesis de Ado-Cbl fue estudiado 
inicialmente en bacterias (35,36), pero existen evidencias (37) 
que parecen indicar que el metabolismo de la cobalamina en las 
células de mamiferos puede tener lugar por una serie de reaccio 
nés similares.
En la Figura 2 estâ representado el modelo propuesto pa­
ra la sintesis de las coenzimas de cobalamina.
La funciôn metabôlica de la vitamina en mamiferos es
la de actuar como coenzima en 2 importantes reacciones enzimâti-
-13-
FIGURA 2; MODELO DE FORMACION ENZIMATICA Y COMPARTIMENTALI- 
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cas del organistno; la Isomerizaciôn del me til-mal ona to a succl- 
natO/ y la metilaciôn de la H-CYS a MET.
Isomerizaciôn metil-malonato » succinato: En el hombre
y en la mayorîa de mamiferos, la via principal de metabolismo de 
la propionil -CoA se realiza a travês de la conversiôn de la L- 
metil-malonil-CoA a succinil-CoA, mediante un cambio intramolecu 
lar catalizado por la enzima metil-malonil-CoA mutasa (E.C.5. 
4.99.2), que requiere Ado-Cbl como cofactor.
Biotlng^ ÇOOH




^  ^ I -  HOOC-CH.,-CH^-CO-S-CRacemasa ' _ Metil-malonil-CoA' 2 2
eu b COA mutasa Succinil-CoA
L-metil-malonil-CoA 
La succinil-CoA entra en el ciclo del âcido citrico y, o ' 
bien es completamente metabolizada a CO^, o bien proporciona una 
via para la gluconeogénesis mediante la conversiôn del oxalace- 
tato a fosfoenolpiruvato. Por lo tanto, esta via metabôlica de- 
pendiente de vitamina  ^ constituye un puente de uniôn entre el 
metabolismo de los llpidos y de los carbohidratos.
Metilaciôn H-CYS > MET: Es ta reacciôn estâ catali-
zada por la enzima -metil-THF:H-CYS-metil-transferasa ô MET-
sintetasa (E.C. 2.1.1.13), que requiere Me-Cbl como cofactor. El 
mecanismo exacto de la reacciôn no se conoce, pero parece proba­
ble que el grupo metilo del -metil-THF sea transferido en pri
-15-
mer lugar a la vitamina ^, y pase finalmente a la H-CYS.











Ya que la MET es un aminoâcido que se encuentra en la die 
ta, la importancia metabôlica de esta reacciôn no reside en sin­
tetizar MET, sino que constituye un medio de regeneraciôn del THF 
a partir del -metil-THF. Esta Conversiôn serS analizada con de 
talle mSs adelante, en el apartado 1.2.7.
I. 2.2. Folatos. Antecedentes histôricos y metabolismo general.
Las primeras investinaciones que condujeron al descubrimien 
to del âcido fôlico (âcido pteroilglutamico) datan de los afios 1930- 
1938, en los que la Dra. Wills (38,39) publicô una serie de tra- 
bajos sobre la presencia de anemia macrocitica en la poblaciôn 
de mujeres hindûes, sobre todo durante la gestaciôn. Se observé 
que la administraciôn de preparados de levadura y de extractos 
crudos de hîgado proporcionaba una mejorîa en el grado de la ane 
mia..Por el contrario, la admistraciôn de extractos purificados ^
no producla ningûn efecto.
El estado patolôgico descrito por Wills, hoy dia es cono-
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cido como "anemia megaloblSstica nutricional", la cual se acen 
tûa durante el embarazo. En la actualidad no existe duda alguna 
de que el factor anti-anemia presente en los preparados de leva 
dura era âcido fôlico.
El estudio de los factores nutricionales requeridos para 
el crecimiento bacteriano, ha ayudado mucho en el descubrimien­
to de este factor anti-anemia. En 1940 Snell y Peterson (40) en 
contraron que el Lactobacillus casei requerla para su crecimien 
to una sustancia que se encontraba presente en hîgado y en la le 
vadura. Se observô que dicha sustancia tenla la propiedad de ser 
absorbida por carbôn activo, por lo que en un principio se le diô 
el nombre de "Factor eluido del Norit". La complejidad del pro­
blème se incrementô cuando se observô que diferentes cepas del 
mismo microorganismo, diferîan enormemente en su requerimiento por 
estos factores. Anos mâs tarde se comprobô que en la promociôn del 
crecimiento bacteriano, estos factores podîan ser reemplazados por 
el âcido pteroilglutâmico, o por sustancias con él relacionadas.
El têrmino "âcido fôlico" fue introducido por Mitchell y 
col. en 1941 (41), para designer el material que aislaron de las 
espinacas y de otras plantas verdes, y que era factor de creci­
miento para el Streptococcus faecalis R. Aunque este término se 
utiliza a menudo en sentido amplio para abarcar los diferentes 
tipos de folatos, debe ser utilizado solamente para el âcido pte­
roilglutâmico, mientras que el resto de compuestos con él rela- 
cionados debe denominarse simplemente folatos.
La sîntesis quîmica del âcido pteroilglutâmico se consi­
guiô en 1946 (42) y su interés principal radicô en que dicho com
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puesto producla efectos positivos en el tratamiento de la ane­
mia megaloblSstica.
Los folatos constituyen un numêroso grupo de compuestos 
todos ellos derivados del âcido pteroilglutâmico. Los estudios 
realizados para establecer las estructuras de esta familia de 
compuestos se han visto dificultados por la baja concentraciôn 
en que se encuentran en materiales biolôgicos, por su variable 
inestabilidad al ser expuestos al oxigeno y a la luz, y por su 
râpida degradaciôn o interconversiôn por la acciôn de enzimas 
asociadas con ellos en las muestras biolôgicas. A pesar de es­
tos inconvenientes, las estructuras de los principales deriva­
dos del âcido fôlico han podido ser establecidas.
El âcido fôlico como tal no existe en los tejidos de ma­
miferos, sino en forma de derivados reducidos.
El tetrahidrofolato (THF), llamado también tetrahidropte 
roilglutamato, es un compuesto portador de unidades activas de 
un âtomo de carbono. Consta de 3 grupos: un anillo de pteridina, 
un grupo p-amino-benzoato y un resto de glutamato.
El grupo de carbono transportado por el THF estâ ligado 
a su âtomo de nitrôgeno 6 Ô a ambos. Esta unidad puede 
existir en diferentes estados de oxidaciôn, dando lugar a una 
serie de derivados con actividad biolôgica.
En la Figura 3 estâ representado el esquema de la estruc 
tura qulmica del THF y sus derivados.
Dependiendo del nûmero de residues de glutamato unidos al
—18 —
FIGURA 3; ESTRUCTURA QUIMICA DEL THF Y DE SUS DERIVADOS.

























grupo carboxilo del âcido glutâmico mediante uniones y-glutamil, 
estos compuestos se encuentran en las muestras biolôgicas en for­
ma de derivados monog1utamato o polIglutamato (n = 1-6).
Los derivados de folato que actuan como coenzima en los 
sistemas biolôgicos, estan sujétos a una serie de interconver- 
siones a través de rutas metabôlicas que tienen lugar en el ci- 
tosol celular.
En animales superiores, las reacciones principales en las 
que intervienen los derivados de folato, las podemos resumir de 
la siguiente manera:
a) El âcido fôlico es reducido en primer lugar a DHF, y 
posteriormente a THF, mediante un sistema de reductasas acopla 
das a NADPH.
b) El THF es el centro de las conversiones de los deri­
vados de folato metabolicamente actives -metilen-THF,
-metenil-THF, -formil-THF, formimino-THF) , de mane­
ra que su ausencia origina un defecto en la sintesis de estos 
derivados.
c) Los folatos actives, una vez que han actuado como co 
factores en las reacciones biolôgicas correspodientes, son.re-
»
ciclados de nuevo a THF, manteniéndose un equilibrio dentre del 
conjunto de folatos intracelulares.
En la Figura 4 estân representadas las rutas metabôlicas
— 2 0—
FIGURA 4: RUTAS METABOLICAS PRINCIPALES DE LA















N^,N - metenil-THF ^
1, N -metil-THF:H-CYS metil transferasa, dependiente de Me-Cbl,
2, timidilato sintetasa
5, N^,N^*^-metilên-THF reductasa.
4. serina transhidroximetilasa, dependiente de fosfato de plri-
doxal (vitamina Bg).
5. formimino transferase.
6. Via de utilizaci6n y regeneraciôn del formlato.
7. Incorporaciôn del carbono Cg al anillo de purina.
8. Incorporéeiôn del carbono Cg al anillo de purina.
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principales de la interconversiôn de folatos en mamiferos.
La tasa de intercambio de las coenzimas de folato es muy 
elevada, siendo el -metil-THF el ûnico derivado que se aima 
cena y constituye la fuente de folatos en réserva. Este continue 
intercambio depende de las actividades de las enzimas implica- 
das en las interconversiones, que a su vez estân sujetas a la 
regulaciôn por otros metabolites, y por la relaciôn de niveles 
de derivados monoglutamato/poliglutamato en la cêlula.
El folato en sangre circulante y en los liquides inters- 
ticiales estâ en forma de monoglutamato, generalmente -metil- 
-THF (52) . El hîgado es el Ôrgano que actûa como reservorio cor 
poral de folatos, y en él el metabolismo de los folatos es muy 
activo, siendo prédominante el derivado -metil-THF poliglu- 
tamato (192).
I. 2.3. Timidilato sintetasa (E.C.2.1.1.45). Reacciôn que cata- 
liza e importancia celular.
El timidilato (dTMP) y su trifosfato (dTTP) son nucleoti 
dos con una importancia especial en la sintesis del DNA. Très 
de los nucelotidos que actûan como sustrato de la DNA-polimera- 
sa (dATP, dGTP y dCTP) se obtienen por reduceiôn directa de sus 
correspondientes ribonucleotidos. Sin embargo, el cuarto nucleo- 
tido, el dTTP, es sintetizado por una ruta metabôlica mâs comple 
ja, que se encuentra representada en la Figura 5.
La enzima responsable de la conversiôn del dUMP en dTMP 
es la timidilato sintetasa (N^,N^^ -metilên-THF:düMP C-metil-trans
-22-
FIGURA 5: REACCIONES METABOLICAS IMPLICADAS EN LA 
BIOSINTESIS DEL DNA.
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En la Figura 6 estâ representado el esquema de la secuen 
cia y el mecanismo hasta hoy dîa aceptado de la reacciôn catali 
zada por la timidilato sintetasa (43) . El isômero activo que ac 
tûa como sustrato es el (+) L-N^, ^-metilén-THF, que intervie 
ne como donador del grupo metilo, sufriendo una reducciôn duran 
te su transferencia al Cg del dUMP. Esta reducciôn se realiza 
mediante la liberaciôn de un âtomo de hidrôgeno desde el Cg del 
anillo de pteridina. El âtomo de hidrôgeno del Cg del anillo de 
pirimidina se libera al medio. Durante la reacciôn el THF se oxi 
da a nivel de DHF.
Estudios espectrofotomêtricos realizados para esclarecer 
la estequiometrîa de la reacciôn, han revelado que por cada mol 
de timidilato formado, se forma también un mol de DHF (44).
Tanto las células procariôticas como eucariôticas presen 
tan muy bajos niveles de actividad de la timidilato sintetasa, 
excepto en aquellos estadios caracterizados por un aumento en 
la tasa de proliferaciôn celular. En animales superiores, los 
tejidos normales que presentan mayores niveles de actividad son 
el timo de animales jôvenes y los tejidos embrionarios.
La importancia de la actividad de la timidilato sintetâ 
sa en el desarrollo de tejidos neoplâsicos serâ estudiada a con 
tinuaciôn.
I. 2.4. El tumor necesita timidilato para la divisiôn celular.
El tumor es un tejido en crecimiento constante. Esto quie 
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vada en comparéeiôn con la de cualquier tejido normal.
La sintesis de timidilato (dTMP) catalizada por la enzi 
ma timidilato sintetasa, es uno de los pasos limitantes en la 
biosîntesis del DNA, y de ahl le viene su importancia en el pro 
ceso del desarrollo dèl tumor.
1.2.5. El timidilato se sintetiza a través de 2 rutas metabôli­
cas diferentes, mediadas por 2 enzimas cuyas actividades 
estân incrementadas en aquellos estados caracterizados 
por un aumento de la .tasa de proliferaciôn celular.
La sintesis de dTMP tiene una importancia fundamental en 
la regulaciôn de la sintesis del DNA, debido a ser un nucleoti 
do especîfico del mismo, que no se encuentra en el RNA.
Como ya hemos dicho anteriormente, très de los desoxirri 
bonucleotidos que actûan como sustrato de la DNA-polimerasa (dATP, 
dGTP y dCTP) derivan de la reducciôn enzimâtica directa de sus 
correspondientes ribonucleotidos (Figura 5). Sin embargo, la 
sintesis de dTMP es mâs compleja. En casi todas las células de 
mamiferos existen 2 vlas que conducen a la sintesis de dTMP;
a) La sintesis "de novo": consiste en la incorporaciôn 
de un grupo metilo donado por el N^, N^^ -metilên-THF al dUMP.
La enzima responsable de esta conversiôn es la timidilato sinte 
tasa. V
b) La "via de recuperaciôn": es la via de fosforilaciôn 
directa de la timidina, mediada por la enzima timidina quinasa 
(E.C.2.7.1.75).
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En células de mamiferos, la ruta mayoritaria de sîntesis 
de dTMP es la sîntesis "de novo". Sin embargo, casi todas las 
células presentan actividad de timidina quinasa como ruta alter 
nativa.
Durante los anos 60, dos grupos de investigadores (4 5, 
106) trabajando independientemente, observaron que la incorpo- 
raciôn de timidina-^H al DNA por la "vîa de recuperaciôn", se 
inhlbia cuando se anadîa dUMP a cultives de células normales en 
divisiôn. Dicha incorporaciôn también se inhibîa en presencia 
de dTTP. Estos resultados parecen indicar que tanto el dUMP co 
mo el dTTP desempenan un papel regulador inhibiendo la activi­
dad de la timidina quinasa.
En aquellos estados caracterizados por un aumento de la 
proliferaciôn celular (tejidos fétalés, hîgado en regeneraciôn, 
cultives de células de médula ôsea, cultives de linfocitos esti 
mulados con fitohemaglutinina y tejidos neoplâsicos), se han en 
contrado niveles elevados de estas dos actividades enzimâticas 
a las que nos hemos referido (46-49).
I. 2.6 Tanto los folatos como la vitamina son necesarios
para el desarrollo normal de la actividad de la timi­
dilato sintetasa.
Como ya hemos dicho en los apartados anteriores, el co- 
factor de la timidilato sintetasa es el N^, N^^ -metilén-THF.
Es un hecho demostrado (50) que la actividad de la timidilato 
sintetasa no se manifiesta en ausencia de -metilén-THF.
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El THF, fuente de los derivados de folato metabôlicamente 
actives, es el producto de una reacciôn enzimâtica dependiente 
de vitamina . La reacciôn de desmetilaciôn del -metil-THF 
y de sus correspondientes derivados poliglutamato, es el ûnico 
mecanismo conocido capaz de suministrar THF para la formaciôn 
del resto de derivados reducidos (51,52). En particular, los ni 
veles de N^, -metilên-THF liepâticos dependen casi exclusiva
mente de dicha reacciôn, ya que la reacciôn catalizada por la 
-metilen-THF reductasa (E.C.1.1.1.68) que convierte en 
el hîgado el N^, -metilén-THF en -metil-THF, es practica
mente irreversible (53,54). Hace unos anos surgieron dudas de 
la irreversibilidad de esta reacciôn, basadas en unos trabajos 
(55,56) sobre la metilaciôn de aminas biôgenas, en ausencia de
MET-sintetasa dependiente de vitamina  ^» Estos trabajos pare 
cian indicar que "in vivo" la reacciôn catalizada por la N^, 
-metilen-THF reductasa tenla lugar en ambas direcciones. Si 
esto fuera cierto, dicha reacciôn podrîa representar una ruta 
de escape al "atrapamiento de metil-folato" en los casos de de 
ficiencia en vitamina B^^f Y explicarîa la ausencia de megalo- 
blastosis descrita en algunos pacientes con aciduria metil-ma- 
lônica y homocisteinurla, en los que el metabolismo del folato 
no parece estar alterado y no se detectan cambios megaloblâsti 
COS (58-60).
Sin embargo, en trabajos publicados en este ûltimo afio 
(194,195) se considéra que la actividad de la -metilen-
THF reductasa es irreversible.
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Coifto ya hemos dicho anteriormente, la conversiôn del 
-metil-THF en THF estâ catalizada por la N^-metil-THF:H-CYS me 
til transferasa dependiente de Me-Cbl. Cualquier bloqueo en la 
actividad de esta enzima, ya sea en su componente proteico o en 
su cofactor (Me-Cbl), conduce a un descenso de niveles de THF 
metabolicamente activo, y en consecuencia la sîntesis de bases 
pûricas y de timidilato se ven afectadas.
I. 2.7 La hipôtesis del "atrapamiento del Metil Folato" explica 
la regulaciôn que la MET-sintetasa ejercc sobre los ni­
veles de folato metabolicamente activos.
Una prueba de que la reacciôn catalizada por la MET-sin 
tetasa es la reguladora de los niveles de derivados de THF trans 
portadoreê de fragmentes de un carbono, la tenemos en la mégalo 
blastosis originada en la anemia, perniciosa, consecuencia de 
un déficit de los niveles de vitamina . La megaloblastosis 
producida por esta enfermedad, puede ser expliccula mediante la 
hipôtesis del "atrapamiento del metil Folato", propuesta por 
Herbert y Zaluslcy en 1962 (52), que se basa en la serie de reac­
ciones que acabamos de explicar, y que podrîamos resumir de la 
siguiente manera:
Debido a la carencia de Me-Cbl, la actividad de la metil 
transferasa queda bloqueada y se produce una acumulaciôn de 
-metil-THF en el suero y en los tejidos (57). El "pool" de fola
5
tos reducidos queda por lo tanto "atrapado" a nivel del N -me 
til-THF. Se considéra que la megaloblastosis es el resultado de
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una ausencia de actividad de la timidilato sintetasa, que da lu 
gar a una inhibiciôn en la sintesis del DNA, originando células 
de gran tamafio cuyo nûcleo no puede dividirse.
Cualquiera que sea el mecanismo que conduce a la megalo 
blastosis, el defecto en la actividad de la timidilato sinteta 
sa se manifiesta tanto en los casos debidos a una deficiencia 
en vitamina , como en aquellos debidos a una carencia de fo 
latos (51).
Aparte de los casos aportados por la anemia perniciosa, 
son numerosas las referencias encontradas en la literatura cien 
tifica que muestran que la sintesis del DNA no tiene lugar en 
ausencia de vitamina B^ ^^  y de folato (61-63,208).
I. 2.8. Validez actual de la hiipôtesis del "atrapamiento del me- 
til-folato".
El no existir un modelo animal que permita el estudio ex 
perimental de la deficiencia en vitamina B^^' ha hecho que la 
hipôtesis del "atrapamiento del metil-folato" (52) esté apoya- 
da en resultados obtenidos en suero y orina de pacientes con 
anemia perniciosa.
El descubrimiento de que el gas anestésico NO^ oxida la 
cobalamina convirtiéndola en una forma metabôlicamente inactiva 
(196) , ha permitido indueir un estado de deficiencia en vitami­
na Bj^ 2 Gn animales de experimentaciôn, mediante la administra­
ciôn de este gas.
En los 2 ûltimos afios se han realizado diverses estudios
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(197-202) en hîgado de ratas sometidas a una atmôsfera de NO^ 
que han mostrado que el NO^ inactiva a la MET-sintetasa de cë 
lulas hepâticas, produciêndose una acumulaciôn transitoria de 
N -metil-THF poliglutamato, que se normaliza poco a poco, no 
detectândose un atrapamiento del metil-folato. Sin embargo, en 
dichos animales se detectan otros sîntomas similares a los pro 
ducidos por la anemia perniciosa, como son la disminuciôn en la 
sîntesis de poliglutamatos (203), elevaciôn en el nivel de fo­
lato sérico (165) y una respuesta anormal en la prueba de incor 
poraciôn de timidina-^H al DNA, posterior a la administraciôn 
de d-Uridina-^H(204).
El hecho de que no se produzca un atrapamiento del metil- 
folato hepStico, ha sido explicado por McGing y Scott (205) los 
cuales afirman que en los casos de deficiencia en vitamina 
inducida experimentalmente por NO^, tiene lugar una reducciôn 
del folato total debida a una pérdida graduai del folato celu­
lar y no a un descenso en su captaciôn, ya que al no tener lu­
gar la sîntesis de poliglutamatos (formas de almacenamiento 
del folato hepStico), la célula no retiene los monoglutamatos, 
produciéndose una disminuciôn en los niveles totales de folato.
En los ûltimos trabajos publicados (206-207) sobre la hi 
pôtesis del "atrapamiento del metil-folato", se confirma la va 
lidez de esta teorîa. Incluso se ha sugerido que la reacciôn 
catalizada por la MET-sintetasa, en el hombre représenta una de 
fensa fisiolôgica riOrmal ante un nivel deficitario de MET en la 
dieta. La deficiencia en MET producirîa el descenso celular de
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S—adenosil-MET y la alteraciôn de las reacciones de metilaciôn 
del organisme, lo cual en el caso de las metilaciones de la mie 
lina de las fibras nerviosas, podrîa originar un grave trastor 
no. En estas condiciones, los cofactores de folato celulares 
se inviertirîan preferentemente en la sîntesis de MET a través 
de la MET-sintetasa,en detrimento del resto de las reacciones 
en las que intervienen los folatos.
Hasta aquî hemos establecido 3 condiciones metabôlicas 
imprescindibles para que tenga lugar la sîntesis de DNA, y por 
lo tanto la divisiôn celular:
a) Disponibilidad de dTMP, condiciôn dependiente de la 
actividad de la timidilato sintetasa.
b) Disponibilidad de N^, N^^ -metilen-THF, imprescindible 
para el funcionamiento de dicha enzima.
c) Disponibilidad de Me-Cbl, necesaria para que tenga lu 
gar la sîntesis de MET, y proporcionar nivelés adecuados de THF.
Este razonamiento nos ha conducido a interrogarnos sobre 
el desarrollo de este esquema metabôlico en un tumor en creci­
miento, y qué repercusiôn pudiera ejercer en el metabolismo ge­
neral del huesped portador del tumor.
A continuaciôn vamos a examinar qué estudios se han rea 
lizado hasta ahora sobre la influencia de la vitamina Bj^ 2 Y de
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los folatos en el desarrollo del proceso tumoral
1.3. VITAMINA 8^2 % PROCESO TUMOFAL.
1.3.1. El contenido en vitamina de la dieta favorece el de­
sarrollo de les tumores expérimentales.
Ya en 1949 Oleson y Little (64) senalaron la gran influen 
cia que tenia el contenido de la dieta en vitamina folatos,
sobre el desarrollo del sarcoma de Rous implantado en polios. Di 
chos autores observaron que el tejido tumoral se desarrollaba mâs 
rSpidamente en aquellos animales que reciblan un suplemento de 
cualquiera de estas dos vitaminas en su dieta, en comparaciôn con 
los animales sometidos a una alimentaciôn estandar.
Desde entonces hasta la actualidad son numerosos los 
trabajos en lo's que se muestra que la actividad carcinogénica de 
varias sustancias quimicas, estâ aumentada en animales de expe­
riment aciôn en cuya dieta hay niveles altos de vitamina g 
(65-67).
Sin embargo, revisando la literatura cientifica, hemos 
encontrado pocos casos (68,75-78) en los que se estudien los ni 
veles de cobalamina en pacientes con cancer o en animales por- 
tadores de tumor. Hay que exceptuar todos aquellos estudios rea 
lizados en pacientes con leucemia, los cuales no hemos tomado 
en consideraciôn, ya que en los casos de leucemia la alteraciôn
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hematopoyética puede originar irregularidades en los niveles de 
cobalaminas, que no son debidas exclusivamente a la prolifera- 
ciôn celular.
1.3.2. Alqunos enfermes de cancer presentan niveles altos de vi­
tamina 8^2 en suero.
En 1957 se describiô que en pacientes aquejados con hepa 
toma los niveles séricos de vitamina se encontraban aumenta 
dos (68) . Este hecho ha sido posteriormente confirmado (69) , y 
se ha explicado como debido a la existencia de una "proteina li 
gadora de vitamina Bj^ 2 " en el suero de pacientes con afecciones 
hepSticas malignas (70).
En 1975 Burger y col.(71) consiguieron aislar dicha pro 
teina del plasma de 3 pacientes que padecîan un carcinoma hepa 
tocelular, e hicieron un anâlisis de las propiedades de la mis 
ma, llegando a la conclusiôn de que dicha proteina ligadora de 
vitamina Bj^ 2 pertenece al grupo de las "proteinas-R" (*), simi- 
lares a las encontradas en la leche y en la saliva humna (72).
Dos grupos distintos de investigadores (71,73), traba-
(*) "Proteinas-R": ténnino que se aplica a un determinado tipo de protei­
na s ligadoras de cobalamina, encontrado en varias secreciones fisio- 
lôgicas de humanos y mamiferos (saliva, jugo gàstrigo, bilis, leche 
materna), caracterizadas por ser inmunolôgicamente idénticas y pre­
senter una elevada movilidad electroforética, aunque pueden diferir 
en su peso molecular. Las "proteinas-R" se han demostrado funcional 
e inmunologicamente distintas de la transcobalamina II y del Factor 
Intrinseco (129).
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jando independientemente, han encontrado que los hepatomas con 
tienen cantidades muy elevadas de dicha proteina, e incluse 
se ha especulado con la posibilidad de que sea el propio tumor 
el que la sintetice, y posteriormente sea liberada a la sangre.
El aumento de vitamina  ^ el suero de pacientes con 
hepatoma no tiene por que extranar en principio, pues es cono 
cido que muehos pacientes con enfermedades hepSticas de origen 
no maligno, presentan niveles elevados de vitamina B^^ en el sue 
ro (74) .
Sin embargo, en 1977 Carmel y Eisenberg (75) encontraron 
niveles elevados de vitamina B^^ ^n el suero del 50% de los pa­
cientes estudiados, portadores de distintos tipos de tumores no 
hematolôgicos, y algunos de ellos diferentes al hepatoma. Estos 
autores encontraron incluso una relaciôn entre la elevaciÔn de 
la vitmanina B^  ^ en el suero y la presencia de metSstasis en di 
ferentes ôrganos.
1.3.3 Los tumores expérimentales contienen cantidades aprecia- 
bles de vitamina B^ ^^ -
Esytudios realizados en tumores expérimentales han reve- 
lado la presencia en ellos de vitamina B^  ^ -
En 1975 Pierce y col. (76) estudiaron la■incorporaciôn 
de cianocobalamina-^^Co a células del carcinoma ascitico de Ehr- 
lich, y su conversiôn metabôlica en otras formas de vitamina B^^-
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Los autores encontraron que la radioactividad se encorporaba 
a las células tumorales y detectaron la existencia de cobala­
minas metabôlicêunente activas (Ado-Cbl y Me-Cbl) , que interpre 
taron como cobalauninas endégenas présentes en las células tumo 
raies.
El grupo de Linnell, especializado en el estudio de las 
fracciones cobalaunlnicas en distintos tipos de enfermedades, ha 
realizado un excelente trabajo sobre la distribuciôn de los co- 
factores de cobalamina en higado y tumor de ratas portadoras 
de los hepatomas Morris 7777 y 7800 (77). Los autores detecta­
ron la existencia de vitamina  ^en estos dos tipos de hepato 
mas, a unos niveles mâs bajos que los correspondientes al higa­
do, y la presencia de una proporciôn apreciable de Me-Cbl en el 
mismo tejido tumoral.
Ya con anterioridad, en 1958 (78) y en 1962(79) se ha- 
bla medido el contenido en vitamina B.j2 dos tipos de hepato 
ma de rata, resultando ser bajo.
1.3.4. Importancia de la Me-Cbl en el desarrollo de las neopla­
sias .
Linnell apunta ya la posibilidad de que la Me-Cbl sea la 
fraccién de cobalamina que desempefte un papel importante en el 
proceso neoplâsico (77).
Posteriormente se ha observado que en ratones portadores
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del adenocarcinoma Ca 755, la administraciôn oral del complejo 
Me-Cbl: tricloruro de paladio (Me-Cbl:Pd) reduce la tasa de ere 
cimiento del tumor, e interfiere con la captacion de CN-Cbl por 
el tumor y con la sîntesis intracelular de Me-Cbl y Ado-Cbl (80).
El hecho de que un anâlogo de Me-Cbl interfiera en el cre 
cimiento tumoral es indicative de la importancia de esta cobala 
mina en el desarrollo neoplâsico.
Sin embargo, un dato que parece ser contradietorio con 
el nivel elevado de Me-Cbl en el tumor, es el aportado por va­
ries trabajos que parecen indicar que la actividad de la enzima 
N^-metil-THF:H-CYS-metil-transférasa dependiente de Me-Cbl, es 
déficiente en células tumorales en cultivo.
En 1974 Halpern y col. (81) estudiando cultives de dife­
rentes tipos de células neoplâsicas (Walker-256, células de leu- 
cemi*- linfâtica aguda de ratôn L 1210, y células de leucemia mo- 
nocitica humana J. 111), llegan a la conclusiôn de que las célu 
las malignas en cultivo se distinguen de las células normales 
adultas por su incapacidad para crecer cuando la H-CYS sustitu 
ye a la MET en medios que contienen tanto vitamina como âci^
do fôlico. Comprobaron que dichas células malignas presentan 
escasa actividad de la enzima N^-metil-THF:H-CYS-metil-transfe- 
rasa (82).
Los mismos autores (83) observaron que si se hace un cul
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tivo con mezcla de células del carcinosarcoma Walker-256 y de 
células normales en presencia de MET y de un exceso de vitamina 
y  folato, las células neoplâsicas sobrepasan en su creci 
miento a las normales, y al cabo de dos semanas s61o hay célu­
las tumorales en el medio de cultivo. Pero si en estas condicio 
nés se sustituye la MET por la H-CYS, las células tumorales mueren 
y s61o las células normales permanecen en cultivo.
La déficiente actividad de la MET-s in te ta sa junto con la 
necesidad de MET para la proliferaciôn de las células neoplâsi­
cas (84), podria indicar que dichas células se valen de la MET, 
quizâ a través de su conversiôn en S-adenosil-metionina, la cual 
es inhibidor alostérico de la N^, N^^-metilén-THF-reductasa (E.
C. 1.1.1.68) de higado de rata, haciendo asl que disminuya el ni 
vel de N^-metil-THF atrapado.
Aunque el papel de la Me-Cbl en la regulaciôn del creci 
miento celular no estâ bien establecido, son varias las eviden 
cias que apoyan la existencia de esta relaciôn. Se sabe que en 
el plasma humano fetal existen niveles elevados de Me-Cbl (85), 
lo mismo que en tejidos fétalés (86) . Por otra parte, se ha re 
portado que la Me-Cbl es el cofactor cobalaminico mâs efectivo 
en la restauracién de la sîntesis de timidilato en la médula 
ôsea megaloblâstica humana (87).
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I. 4. FOLATOS Y PROCESO TUMORAL
Vambs a revisar a continuaciôn los estudios realizados 
sobre el metabolismo de los folatos en relaciôn con el creci- 
miento tumoral.
1.4.1. Los tumores necesitan folato para su crecimiento.
Al igual que sucedîa con la vitamina » los tumores ex 
perimentales crecen major cuando la dieta del huesped es rica 
en folato (64,68).
Par otra parte, el metabolismo de los folatos tiene una 
gran importancia en los tejidos en crecimiento râpido, ya que 
éstos requieren una alta disponibilidad de coenzimas de folato, 
imprescindibles para la donaciôn de fragmentes de un carbono. 
Aparté de su funeiôn en la sîntesis de timidilato, el -for
mil-THF y el N^, -metenil-THF intervienen respect ivamente
en la adiciôn de los carbones C^y Cg del anillo de purina.
Se ha comprobado que durante el desarrollo de embriones 
de polio, hay un aumento constante de las coenzimas de folato, 
particularmente en el dla 12, cuando los procesos biosintéti- 
cos son mâs actives (89). El aumento simultâneo de las activi- 
dades enzimâticas implicadas en su bioslntesis, lleva a suponer 
que la gran demanda de folatos podria inducir a estas enzimas, 
para que sintetizaran las formas coenzimâticas pertinentes.
Experiencias realizadas en hlgados en regeneraciôn en
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ratas (90) , muestran que durante las primeras fases después de 
una hepa tec tomla parcial, el meteibolismo del folato estâ modi- 
ficado en comparaciôn con el de las ratas normales. El conteni­
do en N^-metil-THF desciende drâsticamente inmediatamente después 
de la extirpaciôn del tejido, lo cual puede ser debido al gran 
requerimiento de folatos activos.
5
El N -metil-THF puede ser considerado como una forma de 
réserva de folato, a partir de la cual se obtienen las formas 
activas. La recuperaciôn a concentraciones normales de las coen 
zimas de folato, que acontece pasadas las primeras horas después 
de la hepatectomia, indica una sîntesis directa de las formas 
activas mediada por las enzimas especlficas inducidas durante 
el proceso de regeneraciôn, y el posterior aumento de su activi 
dad se corresponde con la normalizaoiôn del nivel de N^-metil- 
THF (90).
Un dato que apoya la necesidad de los cofactores de fola 
to para el crecimiento de una neoplasia, es la relaciôn existen 
te entre la inhibiciôn del crecimiento tumoral y el tratamiento 
con drogas antagonistes de folato.
La ametopterina, conocida también como metotrexato, es 
una droga con estructura anâloga a la del âcido fôlico, que actûa 
como inhibidor de la enzima DHF-reductasa (91,92). El tratamien­
to con ametopterina o drogas anâlogas detiene el desarrollo del 
tumor mediante una reduceiôn de los niveles de THF metabôlicamen 
activos, lo cual impide que tenga lugar la sîntesis de timidila­
to.
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1.4.2. Folatos en sujetos portadores de tumor.
Respecto al metabolismo de los folatos en animales por­
tadores de tumores expérimentales, se ha reportado la existen­
cia de una deficiencia en folatos, manifestada por un aumento 
en la excrecciôn urinaria de âcido formiminoglutâmico (FIGLU), 
después de la administraciôn de una dosis de histidina (93).
Por otra parte, en 5 tipos diferentes de hepatoma y en 
el carcinosarcoma Walker-256 se ha observado un descenso gene­
ral de todas las enzimas implicadas en las reacciones de trans 
ferencia de un âtomo de carbono (histidasa, urocanasa, FIGLU- 
transf erasa, DHF-reductasa, serina-hidroximetilasa, N^,N^'^-me- 
tilên-THF reductasa y formilasa), en comparaciôn con las activi 
dades que dichas enzimas presentan en el higado no tumoral (94).
También se han encontrado niveles bajos de cofactores de 
folato en tumores sôlidos transplantables en relaciôn con los 
niveles hepâticos de esta vitamina (95,96).
Poirier (93) concluye que esta deficiencia en folato que 
se présenta en animales portadores de tumores expérimentales, 
pudiera ser debida a un requerimiento excesivo del grupo metilo 
en el sistema tumor-huesped.
Los datos mâs concluyentes sobre el metabolismo de los 
folatos en animales portadores de tumor, han sido aportados por 
el grupo de Barford y Blair (97,103), que han realizado diver­
ses trabajos en ratas portadoras de tumor Walker-256. Dichos tr 
bajos han consistido en la administraciôn a las ratas de dosis
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orales e intraperitoneales de âcido pteroilglutâmico marcado con 
y . Pasado el tiempo de incorporaciôn, se identificaron
los metabolitos de folato en orina, higado y tumor.
Segûn los resultados obtenidos, los derivados de folato 
mayoritarios en la orina de 24 horas de ratas portadoras del Wal. 
ker-256 son el -formil-folato y el -formil-THF, mientras 
que en la orina de las ratas normales prédomina la forma -me 
til-THF (99,104). Tanto en los hlgados de las ratas normales'co 
mo en los de las ratas portadoras de tumor, los folatos estân 
en forma de derivados poliglutamato, siendo el -formil-fola 
to la forma mayoritaria (97-100, 102, 103). Sin embargo, en el 
tumor, el derivado mayoritario de folato corresponde a la for­
ma reducida -formil-THF, y se encuentra también en forma de
5
poliglutamato (99, 101). Los autores no han detectado N -metil- 
THF en el higado, ni en el tumor.
Este estudio indica claramente que el metabolismo de los 
folatos en las ratas portadoras del carcinosarcoma Walker-256 
muestra diferencias importantes respecto al de las ratas norma­
les .
Los niveles séricos de N^-metil-THF parece ser que repre 
sentan el "pool" de folatos a disposiciôn de los tejidos, y se 
ha observado que su concentraciôn aumenta o disminuye con los 
cambios de las condiciones fisiolôgicas del organisme (105).
En condiciones normales, los niveles de formil-THF
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en el organismo se mantienen constantes (105), pero se ha obser­
vado que en ciertas condiciones patolôgicas caracterizadas por un 
aumento en la tasa de proliferaciôn celular, los niveles de N^®- 
formil-THF, medidos por su excrecciôn urinaria, aumentan conside 
rablemente (90, 95, 107). En estas condiciones parece probable 
que se produzca un mayor requerimiento de -formil-THF para la 
sîntesis de las bases pûricas de los âcidos nucleicos
Estos estudios realizados en animales de experimentaciôn 
coinciden en llneas générales con los llevados a cabo en humanos. 
Se ha observado un aumento en la excrecciôn urinaria de FIGLU en 
pacientes con diferentes tipos de enfermedades neoplâsicas (Hodg- 
)<in, linfoma melanoma, cancer de pulmôn, ovario, mama y lengua) , 
después de haber sido sometidos a la administraciôn de una do­
sis elevada de histidina (108). Esta excrecciôn increm^ntada de 
FIGLU es sIntoma de una ausencia en THF, y sugiere una anormal! 
dad en el metabolismo de los folatos en los pacientes con cancer. 
Una explicaciôn a esta deficiencia en THF podria residir en una 
nutriciôn escasa de los pacientes o en un aumento en la utiliza- 
ciôn de folato por el tumor.
Niveles de folato séricos inferiores a los normales han 
sido medidos en pacientes con linfoma maligno (109) y carcinoma 
(109-111). Exâmenes de la médula ôsea de algunos de estos pacien 
tes, ha revelado la existencia de una eritropoyesis megaloblâsti 
ca (112).
También se han hecho estudios de aclaramiento plasmâtico
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de âcido fôlico en 25 pacientes con diferentes tipos de tumores 
malignos, encontrândose una velocidad de aclaramiento superior 
a la normal en 23 de estos pacientes (113).
Todos estos sIntomas que se originan en pacientes porta­
dores de tumor (disminuciôn de los niveles séricos de folato, ta 
sa acelerada de aclaramiento plasmâtico y aumento en la excrec­
ciôn urinaria de FIGLU) , apuntan a la posibilidad de que en las 
enfermedades neoplâsicas se produzca una deficiencia en folato 
y/o un aumento en las demandas de este metabolito.
En trabajos recientes sobre el metabolismo de los folatos 
en enfermos con cancer (114,115) se ha observado que un estado de 
malignidad origina un mayor requerimiento de folatos por parte 
del individuo. Esto se traduce por una menor eliminaciôn de fola 
to en la orina, al mismo tiempo que se produce un metabolismo mâs 
râpido del folato hacia formas reducidas.
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II. OBJETIVOS
A lo largo de la Introduccion de este trabajo hemos tra 
tado de fundamentar la necesidad de la vitamina Bj^  ^Y de los fo 
latos por parte de la masa tumoral para su râpido crecimiento.
Nos preguntamos con Shapot (1) si al deficit de metabol^ 
tos esenciales producido por la presencia de la neoplasia (glu- 
cosa, glucôgeno, depôsitos grasos, compuestos nitrogenados), no 
se anadirâ una "trampa de vitaminas" que prive a los sistemas 
enzimâticos del huesped de cofactores y grupos prostêticos esen 
dales.
Partiendo de la base de la necesidad de la vitamina B^^ 
y de los folatos por parte de las células tumorales en orden al 
râpido crecimiento de la neoplasia, y con objeto de profundizar 
mâs en el estudio de las relaciones metabôlicas tumor-huesped, 
los objetivos de este trabajo son los siguientes:
1.- Estudiar si la utilizaciôn de vitamina B^ ^^  parte 
del tumor provoca en el huesped un descenso en los niveles de 
la misma, principalmente en el higado, ôrgano que se sabe actûa 
como reservorio de esta vitamina. Para ello se han medido los 
niveles totales de vitamina B^ ^^  Gn suero e higado de ratas por 
tadoras del sarcoma sôlido de Yoshida, en comparaciôn con un 
grupo de animales control, asî como en el propio tejido tumoral. 
La têcnica utilizada ha sido el radioanâlisis.
2.- Déterminât si alguna de las fracciones especlficas 
de cobalamina tuviera una relevancia especial en el desarrollo
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del proceso neoplâsico. Con este fin se ha realizado la sépara 
ciôn cromatogrâfica y la cuantificaciôn de las distintas fraccio 
nés de vitamina (OH-Cbl, Ado-Cbl, CN-Cbl y Me-Cbl).
Debido a la pequeîia cantidad de las fracciones de cobala 
mina présentes en los tejidos de rata, se ha aplicado una têcni 
ca cromatobioautogrâfica consistante en una cromatografla en ca 
pa fina, seguida de revelado con el mutante NCIB 9270 de E. co 
li, caracterizado por crecer exclusivamente en medios donde es­
tâ presents la vitamina B^^'
3.- Medir los niveles totales de folato en suero, higado 
y tumor de los animales en estudio, relacionândolos con los de 
vitamina Y con la actividad de la enzima timidilato sinteta 
sa.
En resumen, el objetivo principal de esta Tesis es el es 
tudio de la relaciôn metabôlica vitamina B^^-^d^tos-timidilato 
sintetasa en el animal portador de un tumor experimental.
En la actualidad, los escasos trabajos que existen sobre 
el tema, se limitan a hacer estudios independientes de vitamina 
Bj^ 2 ^ de folatos en las neoplasias, sin haberse buscado una po 
sible relaciôn entre ellas, ni haberles considerado dentro del 
metabolismo general del huesped.
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III. MATERIAL Y METODOS
III. 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION. IMPLANTACION DE LOS TUMORES 
YOSHIDA Y WALKER-256.
Para todas las experiencias realizadas en este trabajo, 
se han utilizado ratas albinas de la lînea original Wistar. Es 
ta lînea de ratas présenta la cualidad de ser buena receptora 
del carcinosarcoma Walker-256 y del sarcoma sôlido de Yoshida.
Se han utilizado ratas macho, de 2 a 3 meses de edad y 
de pesos comprendidos entre 200 y 250 g. Un grupo de estos ani­
males ha sido usado como control, mientras que otro grupo de 
caracterîsticas similares ha sido utilizado para la implantaciôn 
de los tumores expérimentales. .
Los transplantes se han realizado por via subcutânea en 
la axila derecha. El paso de la lînea tumoral de unos animales 
a otros, se realiza cada 10 dîas. Las células neoplâsicas se con 
servan a Oq c durante el breve tiempo transcurrido entre la ex­
tirpaciôn del tumor y su implantaciôn en un nuevo huesped. Para 
la realizaciôn del transplante se seleccionaron porciones de tu 
mor sin necrosis aparente. La supervivencia mâxima media de los 
animales portadores del sarcoma sôlido de Yoshida es de 12 dîas 
y la de los animales portadores del carcinosarcoma Walker-256 
es de 15 dîas.
Estos animales recibieron una dieta estandar del tipo 
"Dieta Compléta A.03" (Laboratories Panlab, Barcelona). En la
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Tabla I se encuentra recogida la composiciôn de esta dieta. Tan 
to la comida como el agua fueron suministradas "ad libitum".
Salvo que si indique lo contrario, las determinaciones 
bioqulmicas se han realizado en el noveno dia después del tran£ 
plante del tumor Yoshida, y entre los dias 12 y 13 después del 
transplante del tumor Walker-256. Los animales fueron manteni- 
dos en ayuno 16 horas antes de ser sacrificados, para evitar mo 
dificaciones en el nivel de vitaminas séricas, producidas por 
la dieta reciên ingerida.
La hora de la muerte de los animales se fijô entre las 
10 y las 11 de la manana para todas las experiencias.
III. 2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE VITAMINA MEDIANTE
UNA TECNICA DE RADIOANALISIS.
Para la medida de los niveles totales de vitamina B^ ^^  en 
el suero de las ratas, hemos utilizado el método de radioanâli­
sis de Matthews y col. (116), adaptândolo a los tejidos para la 
obtenciôn de las medidas en higado y tumor.
III. 2.1. Reactivos.
Salvo que se indique lo contrario, todos los reactivos 
utilizados han sido productos para anâlisis de Merck.
- Tampôn acetato-cianuro, pH 4.5, NaOH 0.3 M,KCN 0.6 mM.
La disoluciôn se ajusta a pH 4.5 con âcido acético glacial.
- Disoluciôn salina; se diluye un volumen de NaCl al 0.85%
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TABLA I: COMPOSICION DE LA DIETA DE LAS RATAS 
Dieta Compléta A.03. Laboratories Panlab, Barcelona.
FORMULA %
Cereales, azucar, materias grasas ........................  69
Proteînas vegetales (turtô, levadura) ....................  11.5
Proteinas animales (pescado, leche) ......................  15.5
Complemento vitamînico-mineral ...........................  4
ANALISIS MEDIO %




Glûcidos (È.L.N.) ........................................  49.8
Celulosa (Weende) ........................................  4
Minérales ................................................. 5.7
AMINOACIDOS (Calculados en mg/kg).
Arginina .................................................. 14900






TABLA I: COMPOSICION DE LA DIETA DE LAS RATAS (Continuaciôn) 
MINERALES (calculados en mg/Kg).
Origen natural 
(medio) Complemento Totales
P ...................... 7800   0   7800
Ca ..................... 8400   0   8400
K ..................... 7500   0   7500
























I ..................... aportado en forma asimilable por algas
marinas
VITAMINAS (Calculadas por Kg).
Origen natural 
(medio)
Vitamina A ........... 1800 Ü.I.
Vitaunina D^........... 34 "
Vitamina B^........... 6 mg
Vitamina B^  4 mg
Vitamina B^  14 mg
Vitamina Bg........... 2 mg
Vitamina B.^ (en forma de
CN-Cbl) ___ 0.021mg
Vitamina C ........... 17mg
Vitamina K^........... 1. 2mg
Vitamina PP .......... 58 mg
Acido Fôlico ........ 0.9 mg
Biotina .............. 0.7 mg





























(p/v) , con 6 volûmenes de tampon acetato-cianuro pH 4.5.
- Ciano-(^ ^Co)-cobalamina; actividad especlfica = 100- 
300 j i C i / j i q .  Soluciôn acuosa que contiene 0.9% (p/v) de benzol; 
10 pCi/ml; 0.0454 ^g/ml. (Radiochemical Centre, Amersham).
- Disoluciôn de ciano -( Co)-cobalamina, 1000 pg/ml en 
tampôn acetato-cianuro, pH 4.5. Esta disoluciôn, fraccionada en 
allcuotas de 1 ml, es estable un mes a -20sC.
- Disoluciôn estandar concentrada de cianocobalamina, 1 
p g / m l  en tampôn acetato-cianuro, pH 4.5. Cianocobalamina (pro- 
ducto puro de referencia para cromatografla y espectroscopla, 
Laboratorios Glaxo. Greenford, Middlexex, Inglaterra). Almacena 
da a 4qc esta disoluciôn es estable 8 semanas.
- Disoluciôn estandar de cianocobalamina: se prépara una 
disoluciôn de cianocobalamina de 1000 pg/ml en agua destilada, 
y a partir de ella se preparan 6 disoluciones estandar cuyas 
concentraciones son las siguientes: 12.5, 25, 50, 100, 200 y 
300 pg/ml. Estas disoluciones deben ser preparadas en cada nue 
vo ensayo.
- Proteina ligante: se utilisa Factor Intrinseco (F.I.) 
contenido en suero de rata. Se sépara el suero de unas 10 ratas 
normales, de caracter1sticas similares a las utilizadas en las 
experiencias. Se divide en allcuotas de 1 ml y se conserva con 
gelado a -20qC. No deben ser utilizados sueros que lleven mSs 
de 3 meses almacena_dos. En el dla del ensayo, se diluye un ml 
de suero con 0.3 ml de disoluciôn de KCN 4 0 mg% (p/v) en agua
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destilada.
- Suspensiôn de carbôn activo; Contiene 5 g% (p/v) de car 
bôn activo (lavado con âcido. Sigma) y 0.5 g% (p/v) de albûmina 
bovina (Sigma).
III.2.2. Método experimental
111.2.2.1. Muerte de los animales de experimentaciôn
Se han utilizado ratas portadoras de sarcoma sôlido de 
Yoshida, a los 9 dîas de hadaerles sido transplantado el tumor.
Las muestras de sangre fueron extraldas de la vena su- 
prahepâtica, bajo anestesia etêrea. Tanto la recolecciôn de la 
sangre como la extirpaciôn del higado y del tumor, se llevaron 
a cabo en obscuridad, en presencia de luz roja, para prévenir 
la descomposiclôn fotolltica de los cofactores de cobalamina.
El suero y los tejidos fueron envueltos en papel de aluminio 
y conservados a -20q C hasta el momento de su utilizaciôn.
En todos los animales se realizô la determinaciôn de he 
moglobina total, por el método de la cianometahemoglobina (117), 
mediante la extracciôn de una pequefta muestra de sangre (20 pl) 
del rabo del animal.
111.2.2.2. Preparaciôn de las muestras de suero, higado y tumor
Allcuotas de higado (100-200 mg) y de tumor (400-500 mg) 
fueron homogeneizadas en agua destilada en un homogeneizador
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Potter-Elvehjem en presencia de luz roja, segûn el método des- 
crito por Quadros y col. (118). El volumen final se ajusté a 
10 ml. Un ml de estos homogeneizados, asî como1 ml de cada una 
de las muestras de suero, fueron desproteinizados en un bano de 
agua hirviente durante 20 minutos, con 6 ml de tampôn acetato- 
cianuro pH 4.5. De esta manera, todas las formas de cobalamina 
présentes en las muestras (Ado-Cbl, Me-Cbl,CN-Cbl y OH-Cbl) se 
transforman en la forma CN-Cbl.
Los sobrenadantes de los desproteinizados se utilizaron 
para la determinaciôn cuantitativa del contenido total de vita­
mina B 2^ Gn cada una de las muestras.
111.2.2.3. Radioanâlisis de vitamina B ^^
El Cuadro I represents un esquema del fundamento del mé­
todo de radioanâlisis de vitamina B^  2 -
El Cuadro II muestra los detalles de la técnica seguida 
para la determinaciôn del contenido de vitamina B.^ 2 G ri los des­
proteinizados procédantes de las muestras de suero, higado y tu 
mor.
111.2.3. Discusiôn del método
Las primeras têcnicas utilizadas para la determinaciôn 
de los niveles de vitamina B^  2 ®n suero, datan de los anos 50 
y son têcnicas microbiolôgicas basadas en la capacidad que pre 
sentan algunos microorganismos (Lactobacillus leichmannii. Eu-
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CUADRO I: FUNDAMENTO DEL METODO DE RADIOANALISIS PARA LA DE­













Fracciôn unida a pro 
teina (B)
\k







CUADRO II: DESARROLLO DEL PROCESO DE RADIOANALISIS PARA LA DE­
TERMINACION DE VITAMINA
Tubos estandar
1 ml de disoluciôn estandar
20 p i  de CN-Cbl-^^Co
25 pi de proteina ligante 
(F.I. )
Tubos problema 
1 ml de extracto de suero 
ô de tejido.
20 pl de CN-Cbl-^^Co
25 pl de proteina ligante 
(F.I.)
Se agitan los tubos.
Reposo 1 hora a T ambiente.
Reposo 1 hora a 4e c.
Adiciôn de 100 |il de suspensiôn de carbôn 
activo.
Mezcla por rotaciôn, 30 minutos, 4QC. 
Centrifugaciôn 1500xg, 20 minutos, 4qC. 
Separaciôn de las fracciones libre (F) 
y unida a proteina (B).
Lectura de la cpm de las fracciones 
F y B en un contador de radiaciôn 
(Nuclear Chicago, Modelo 1185-6).
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glena gracilis) para crecer en presencia de vitamina  ^» Estas 
têcnicas tienen el inconveniente de tener una sensibilidad rela 
tivamente baja, que hace no sean apropiadas para la determina­
ciôn de los niveles de vitamina B^ jj en tejidos, en los cuales la 
cantidad de cobalamina presente es muy pequefta, del orden de pg.
En los ûltimos afios se han descrito muchos mêtodos de ra 
dioanâlisis para la determinaciôn de la vitamina B^^ sn suero. 
Algunos de estos métodos utilizan F.I. como proteina ligante (119- 
121), y otros utilizan suero (122-124). En principio, estos mé­
todos presentan grandes ventajas sobre los ensayos microbiolôgi- 
cos, aunque algunos de ellos se han mostrado de ardua realiza­
ciôn, con inconvenientes técnicos inesperados, y han proporcio- 
nado resultados inferiores a los reales (125).
Después de estudiar detenidaménte todos estos métodos 
mencionados, hemos encontrado que el método de radioanâlisis 
utilizado por Matthews y col. (116) es precise y especlfico, de 
fâcil desarrollo, y proporciona resultados muy similares a los 
obtenidos con los métodos microbiolôgicos.
La mayor ventaja que présenta este método respecto a otros 
anteriores, reside en el proceso de extracciôn al que se someten 
las muestras, caléntândolas a 100a C con un tampôn acetato-cianu 
ro pH 4.5. La vitamina B.^ ^ GS resistente a esta temperatura ele­
vada, y no sufre alteraciones durante el curso de la extracciôn. 
Durante este proceso, todas las formas de vitamina B^^ présentes 
en las muestras se convierten en la forma CN-Cbl, bajo la cual
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son determinadas en el radioanâlisis. En éste se utiliza como tra 
zador CN-Cbl-^^Co y como estandar frîo CN-Cbl, por lo que todas 
las formas de vitamina présentes en el tubo de radioanâlisis para 
competir en su uniôn con la proteina ligante, son idénticas.
Se ha demostrado que cuando en el proceso de extracciôn 
de la vitamina 2 del suero no estâ présente el iôn cianuro, los 
porcentajes de recuperaciôn de la vitamina son muy bajos, proba- 
blemente debido a la absorciôn de algunas de las formas de la v^ 
tamina B^  2 sn el precipitado de proteînas séricas (126).
Para nuestras experiencias hemos escogido este método de 
radioanâlisis, por su gran especif icidad para la vitairina B^ 2 Y 
por su sencillez en comparaciôn con los métodos microbiolôgicos. 
La correspondencia entre los resultados de muestras procesadas 
por esta têcnica y por el método microbiolôgico del Lactobacillus 
leichmannii es muy grande (116), e incluso el rango de normalidad 
obtenido por el método de radioanâlisis el ligeramente menos dis­
perse que el obtenido por el ensayo microbiolôgico, lo cual pu­
diera ser reflejo de una disminuciôn del error expérimental.
Por otra parte, la utilizaciôn del radioanâlisis de la 
vitamina B^  2 ^n el diagnôstico clînico, élimina errores ocasio- 
nados por el tratamiento a los pacientes con antibiôticos y otros 
fârmacos que inhiben el crecimiento de los microorganismos en las 
muestras ensayadas.
Creemos interesante destacar 3 aspectos importantes para 
el desarrollo de cualquier técnica de radioanâlisis para la de-
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terminaciôn de vitamina
a) Es conveniente utilizar suero en vez de plasma. Este 
ûltimo puede ser utilizado con la condiciôn de que no contenga 
heparina. La heparina es resitente a la destrucciôn por el ca­
ler y al medio âcido, y se une a la vitamina  ^sérica proper 
cionando una fuente de errer que conduce a resultades inferie- 
res a les verdaderos (121).
b) La separaciôn de las fracciones libre (F) y unidad a 
proteîna (B) debe realizarse "con una suspension de carbôn acti­
ve en la que es indispensable la presencia de albûmina u etras 
meléculas preteicas (hemeglebina). El carbÔn active per si sOle 
absorbe tante la vitamina B^j libre ceme la unida a proteîna (121)
Al ensayar la cencentraciôn de albûmina Optima que debe 
ir présente en la suspension de carbOn active, hemes encentrade 
que la utilizada per les auteres del mêtede (5 g%) es muy alta, 
propercienande un grade de ligamiente inespecîfice del 22.5%.
Hemes realizade la medida del ligamiente inespecîfice 
para diversas cencentracienes de albûmina en la suspension pre 
cipitante, desde 0.4 a 5 g% y hemes ebtenide valeres Optimes 
cuando la cencentraciôn de albûmina estâ comprendida entre 0.4 
y 0.6 g%. En estas cendicienes el grade de ligamiente inespe­
cîfice es inferior al 0.75%.
c) Existe una centreversia sobre la utilizaciOn de las
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"protelnas R" (*) como proteîna ligante de vitamina B^ g. En el 
suero de mamlferos existen analogos de cobalarnina diferentes de 
la vitamina  ^ (1 18,209), que pueden enmascarar la existencia 
de una deficiencia en esta vitamina cuando se utilizan protelnas 
ligantes de cobalarnina que no son especîficas para la auténtica 
vitamina (127). Las denominadas "protelnas R" se unen tanto a la 
vitamina  ^ a los anSlogos de cabalamina (128), proporcio-
nando en el radioanSlisis resultados mâs elevados que los reales
No hay evidencia cierta de que el suero humane centenga 
anâloges de cobalamina (186,187), per le que algunos autores de 
mêtedes de radioanSlisis de vitamina B^  ^  (188,189) defienden que 
las '^retelnas R", utilizadas como proteîna ligante de vitamina 
B^  g, son igual de validas que el F.I., y achaean la diferancia 
de resultados a factores no identificados (189).
La UtilizaciOn de F.I. come proteîna ligante de vitamina 
B^2' tiene la gran ventaja de que el F.I. es altamente especîfic 
para la verdadera cobalarnina (128), eliminande la posible inter- 
ferencia de les anSlogos de cobalamina en los ensayos en los que 
se utiliza.
El erigen de estes anSloges de cobalamina présentes en e 
suere ne se cenece. Pueden procéder de restes de cempenentes de 
la sîntesis microbiana de vitamina B^  ^ que tiene lugar en el or­
ganisme, e bien pueden ser derivades quîmices o enzimSticos de 1 
verdadera cobalamina, antes e despuês de su absorciôn (128).
(*) Protelnas R: ver pégina 33 de la Introduce16n.
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Es importante conocer la interferencia de las "protelnas 
R" en los mêtodos de radioanSlisis de la vitamina g, debido a 
que muchos preparados comerciales para dicho radioanSlisis, con- 
tienen de un 50 a un 80% de "protelnas R" como proteîna ligante 
de vitamina B^ g (74).
En las ûltimas revisiones publicadas sobre los mêtodos de 
radioanSlisis de vitamina B^^ (190,191), se aconseja que para aque 
llos anSlisis destinados al diagnôstico cllnico, se utilice F.I. 
como proteîna ligante de vitamina B^ ^  ^ o bien "protelnas R" previa 
mente bloqueadas con côbinamidas.
III.2.4. Control del mêtodo.
Durante la puesta a punto del radioanSlisis para la deter- 
minaciôn de los niveles totales de vitamina B^ ^ sn suero, higado y 
tumor, de ratas normales y portadoras de neoplasia, hemos realiza- 
do los siguientes contrôles;
III.2.4.1. Reproducibi1idad de la curva estandar
En la GrSfica 1 se présenta las variaciones obtenidas en 
la curva estandar en 15 experiencias diferentes. Se ha représenta 
do el valor xiD.S. del cociente F/B correspondiente a cada concen 
traciôn.
La precisiôn en cada punto de la curva estandar ha sido 
estudiada median te el cSlculo del coef iciente de variaciôn >>
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GRAFICA 1: RADIOANALISIS DE VITAMINA
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Hemos establecido como zona de trabajo la comprendida 
entre las concentraciones de “50-300 pg de vitamina
III.2.4.2. Curvas de diluciôn de suero y tejidos.
En la Grâfica 2 estâ representada la curva de diluciôn del 
suero. Se han ensayado 5 diluciones distintas, , S^, y
que se corresponden con una cantidad de suero en el tubo de ensayo 
de 0.035 ml, 0.07 ml, 0,09 ml, 0.14 ml y 0.17 ml respectivamente. 
Hemos obtenido una buena correspondencia con la curva estandar en 
todas las diluciones ensayadas.
Para el anâlisis de las muestras hemos escogido la dilu- 
ciôn correspondiente a 0.14 ml de suero en el tubo de radioanâli 
sis.
En la Grâfica 3 estâ representada la curva de diluciôn de 
higado. Hemos estudiado 5 diluciones del homogeneizado H^, H^, H^ ,
H^ y H^ que equivalen a 1.17 mg, 1.75 mg, 2.34 mg, 2.93 mg y 3.51mg" 
de tejido hepâtico hûmedo en el tubo problema. Excepto la diluciôn 









GRAFICA 2: RADIOANALISIS DE VITAMINA CURVA ESTANDAR ( • )




200 pg vitamina B
1.17 1.75 2J34 2.93 3.51 mg clc hlgado
GRAFICA 3: RADIOANALISIS DE VITAMINA CURVA ESTANDAR (•) Y
CURVA DE DILUCION DE HIGADO (4).
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perfil de la curva estandar en el intervalo comprendido entre los 
50 y 200 pg, de vitamina  ^- Hemos escogido la diluciôn (2.34 
mg de tejido hepâtico hûmedo/tubo) para el procesamiento de la 
muestra.
En la Grâfica 4 estâ representada la curva de diluciôn del 
tumor. Hemos analizado 4 diluciones, ,T^ y del horapge-
neizado del tejido tumoral Yoshida, que equivalen respectivamente 
a la cantidad de 40 mg, 53.4 mg, 66.75 mg y 80.10 mg de tejido tu 
moral hûmedo en el tubo de radioanâlisis. Todos los puntos medidos 
se corresponden con la zona de proporcionalidad de la curva estan 
dar. Para las experiencias hemos escogido la diluciôn (53.4 mg 
de tejido tumoral hûmedo/tubo).
111.2.4.3. Ligamento inespecifico.
El valor medio que hemos obtenido del ligamento inespe­
cif ico, calculado como el porcentaje de cpm en el sobrenadante 
(fracciôn ligada a proteîna) respecte al total de cpm, ha sido 
de 0.61 %.
111.2.4.4. Recuperaciôn del mêtodo.
Se ha medido el porcentaje de CN-Cbl recuperada, al ana- 
dir 50, 100 y 150 pg de CN-Cbl fria a muestras de suero e higado.
La proporciôn de vitamina g recuperada la hemos calcula 
do mediante el cociente:
» Ar,_ ________vitamina B12 ensayada x 100_________
Kecuperacion- vitamina B12 endogena + vitamina B12 aAadida
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i.,L1. 2 . 4 . 5 Recrcàucibilidad intra-anâlisis e inter-anâlisis.
Una misma muestra ha sido procesada 4 veces dentro del 
mismo ensayo, con el fin de obtener el valor de la reproducibili 
dad intra-anâlisis del mêtodo.
Los valores obtenidos en el tejido hepâtico son los si­
guientes :
a) 75.76 pg vitamina tejido hepâtico hûmedo.
b)  7 4 . 1 1
c) 72.28
d) 79.61
x± D.S. = 75.4413.12
Coeficiente de variaciôn = 4.13%
tes :
Los valores obtenidos en el tejido tumoral son los siguien
a) 9 . 5 0  pg vitamina B^  ^ t e j i d o  tumoral hûmedo.
b)  9 . 7 0
c) 9 . 8 0
d)1 0 . 4 8
X 1 D.S.= 9 . 8 7  + 0 . 4 2
Coeficiente de variaciôn= 4 . 2 5%
Se ha estudiado la dispersiôn de valores obtenida con el 
mêtodo, para la misma muestra medida en ensayos diferentes (Repro 
ducibilidad inter-anâlisis).
Las variaciones en el valor de vitamina  ^obtenidos en 2 
ensayos diferentes son:
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Suero : a) 630 pg vitamina B^^^/ml de suero.
b) 621 pg vitamina B^^/ml de suero.
Coeficiente de variaciôn= 1.02%
Higado: a) 129 pg vitamina B^^/mg tejido hepâtico hûmedo.
b) 149
Coeficiente de variaci6n= 10.17%
a) 79 pg vitamina tejido hepâtico hûmedo.
b) 75
Coeficiente de variaciôn» 3.67%
Tumor : a) 8.87 pg vitamina B^^^/mg tejido tumoral hûmedo
b) 9,39
Coeficiente de variaciôn» 4.03%
a) 13.02 pg vitamina tejido tumoral hûmedo
b) 13.75
Coeficiente de variaciôn» 3.85%
Aunque estos porcentajes de variaciôn son permitidos den­
tro de los ensayos de radioanâlisis, para minimizar en lo posible 
estos errores, se han procesado siempre dentro del mismo ensayo, 
un qrupo de muestras procédantes de ratas control junto con las 
muestras correspondientes de las ratas portadoras de tumor.
III.3. DETERMINACION DE LAS DIFERENTES FRACCIONES DE COBALAMINA EN 
SUERO, HIGADO Y TUMOR DE RATAS PORTADORAS DE SARCOMA SOLIDO 
DE YOSHIDA.
La determinaciôn de las diferentes fracciones de cobala­
mina (Ado-Cbl,Me-Cbl, CN-Cbl, OH-Cbl) se ha realizado por el mêtodo 
cromatobiautogrâfico de Linnell y col. (130)
En 1963 Lindstrand y Stahlberg (131) mostraron por vez 
primera que el plasma humano contenla varios tipos de cob.ilami­
na con diferente actividad microbiolôgica. Los autores utiliza-
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ron una técpica de .'cromatografla en papel y bioautografla. Es 
tos tipos de cobalamina fueron identificados como Ado-Cbl, Me- 
Cbl, CN-Cbl y OH-Cbl (131,132).
La separaciôn de las fracciones de la vitamina ^a pre
sentado siempre grandes dificultades tccnicas, debido a los ba- 
jlsimo niveles de esta vitamina présentes en la sangre y tejidos 
del organisme (del orden de pg), lo cual hacfa imprescindible 
la utilizaciôn de volûmenes elevados de las muestras.
El mêtodo que hemos empleado (130) estâ basado en la pro 
piedad que tiene el mutante NCIB 9270 de Escherichia coli de 
crecer exclusivamente en presencia de vitamina B^^. Esto permi 
te que despuês de la separaciôn de las cobalaminas mediante una 
cromatografla en capa fina, puedan visualizarse las manchas re 
velando las plaças con un cultivo del mutante.
El Dr. J.C. Linnell, autor de este mêtodo, nos ha donado 
una muestra liofilizada del mutante, lo cual nos ha permitido 
poder realizar este trabajo.
III.3.1. Reactivos.
- Etanol absoluto, para anâlisis (Merck).
- Eter etllico, para anâlisis (Merck).
- Fenol, para anâlisis (Merck).
- Acetona, para anâlisis (Merck).
- Hidroxido amônico, para anâlisis (Merck).
- Sec-butanol, para anâlisis, Merck.
- Resina de cambio iônico Dowex-50 (AG 50w-x8, 100-200 mesh)
-60-
Laboratorios BioRad.
- Cloruro de 2,3,5 trifenil tetrazolio. (Merck).
- Adenosil-cobalamina, Metil-cobalamina, Ciano-cobalami. 
na e Hidroxicobalaitiina; productos puros de referenda para cro 
matografla y espectroscopîa. Laboratorios Glaxo, Greenford, 
Middlexex, Inglaterra.
- Disoluciôn concentrada de cada estandar de cobalamina, 
(1 mg/ml), en agua destllada.
- Disoluciôn de trabajo de cada estandar de cobalamina, 
(10 ng/ml), preparada a partir de la disoluciôn concentrada del 
estandar correspondiente. El volumen de 5 ^1 que se apiica a la 
plaça de cromatografla, contiene 50 pg de cobalamina.
- Disoluciôn de trabajo de la mezcla de las 4 cobalami­
nas estandar; 5 ^1 de esta disoluciôn que se toman para la apli 
caciôn en la plaça de cromatografîa, contienen 50 pg de cada 
una de las 4 cobalaminas.
- Medio de cultivo para el mutante NCIB 9270 de Esciieri- 
chia coli; estâ constituido por dos partes que se preparan y al. 
macenan por separado:
a) preparado de agar: contiene 3 g de agar bacteriolô 
gico en 100 ml de agua destilada. Se esteriliza en el autocla­
ve y se almacena a T ambiente.
b) Mezcla de sales minérales:
Fosfato dipotâsico hidrogenado  1.4 g
Fosfato potasico dihidrogenado.............  0.6 g
citrato sodico dihidrogenado.............  0.1 g
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Sulfato magnêsico heptahidratado............  0.02 g
Suifato amônico.............................  0.2 g
Cloruro sôdico............................... 0.01 g
Agua destilada..............................  100 ml
El medio se filtra, se ajusta a pH 7, con ClH O.lM ô NaOH 
0.1 M, se estiriliza y se almacena a T ambiente.
- Plaças de cromatografla :
Plaças de Silica Gel 6061, 20x20 cm. Eastman Kodak.
Plaças de celulosa, 20x20 cm, Merck.
III.3.2 Mêtodo experimental.
Para estas experiencias se han utilizado ratas normales 
y ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida, que fueron
sacrificadas de la manera descrita en el apartado III. 2.2- 1.
III.3.2.1. Preparaciôn de los extractos de las muestras para 
cromatografla.
Alicuotas de los mismos sueros, higados y tumores en los 
que se determinô el contenido total en vitamina , fueron ut 
lizadas para la separaciôn cromatogrSfica de las diferentes frac 
ciones de la vitamina.
La preparaciôn de los homogeneizados de higado y tumor 
se ha llevado a cabo segûn la técnica descrita por Quadros y col 
(118), de la siguiente forma;
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Los higados y los tumores extraldos de las ratas, des­
puês de lavados en disoluciôn salina (ClNa 0.9% p/v) fueron pe 
sados. Alicuotas de higado (300-400 mg) y de tumor (400-500 mg) 
se homogeneizaron en 10 ml de agua destilada, utilizando un ho 
mogeneizador Potter-Elvehjem de vidrio.
Todos los pasos de este proceso de preparaciôn de los 
extractos, se realizaron en oscuridad, en presencia de luz ro- 
ja. La exposiciôn a la luz natural convierte las formas Me-Cbl, 
Ado-Cbl y CN-Cbl.en la forma OH-Cbl. Por esta razôn las muestras 
deben ser protegidas de la luz desde el momento de las extracciôn 
del animal y durante su anâlisis, para evitar alteraciones en 
la distribuciôn cromatogrâfica.
La preparaciôn de los extractos para cromatografla se ha 
realizado segûn lo descrito por Linnelly col. (130):
2 ml de suero ô de los homogeneizados de los tejidos, se 
mezclaron con 8 ml de etanol absoluto, y se calentaron a 80sC 
durante 20 minutos. Una vez enfriados a T ambiente, los tubos 
fueron centrifugados a 2500 xg durante 5 minutos, para separar 
el precipitado de protelnas. La vitamina ' resistente a al- 
tas temperaturas y solube en alcohol y agua, permanece en el so 
brenadante. El precipitado protêico se lavô con 2 ml de etanol 
absoluto, y se mezclaron los sobrenadantes.
V
Dichas disoluciones alcohôlicas se pasaron a vasos de 
precipitado de 50 ml, y se sometieron a un bano con agitaciôn 
en el que la temperatura del agua se elevô lentamente desde 25
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a 40bC, hasta que todo el etanol presente en el medio hubo de- 
saparecido. El residuo acuoso se lavô 3 veces con 1 ml de eter 
y se dejô evaporar hasta sequedad.
El residuo seco contenido en cada uno de los vasos de pre 
cipitado, se redisolviô en 2 ml de agua destilada, y se trasva- 
s6 a tubos cônicos de cristal esmerilado, a los que se adicionô 
8 ml de fenol conteniendo un 25% de agua.
Los tubos fueron agitados durante un minuto y se desechô 
la fase acuosa. La fase fenôlica inferior se lavô 3 veces con 
alicuotas de 2 ml de agua destilada. A continuaciôn la fase fe 
nôlica se mezclô con 7 ml de acetona, 21 ml de eter y 1 ml de 
agua destilada, y se agitô vigorosamente durante un minuto.
Esta extracciôn es muy importante, pues en ella las cobalaminas 
pasan al agua, desechSndose la fase orgânica.
El extracto acuoso se lava con 1 ml de eter y a continua 
ciôn se le adiciona 1 ml de suspensiôn de résina de cambio iô­
nico Dowex-50, para desalinizar las muestras. Los tubos son agi. 
tados con la résina y posteriormente centrifugados para la se­
paraciôn de ésta.
Finalmente, el extracto acuoso résultante, se vierte en 
vasos de precipitado de 25 ml y se évapora hasta sequedad en un 
baho con agitaciôn a 37sC.
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III3..2. 2 .Cromatograf la en capa fina.
Linnell y col (130) utilizan plaças de cromatografla fa 
bricadas por ellos mismos, compuestas por una mezcla de polvo 
de celulosa y Silica Gel en agua. Con allas obtienen una buena 
separaciôn de las fracciones Me-Cbl y CN-Cbl, pero no de las 
fracciones Ado-Cbl y OH-Cbl cuando estes dos compuestos estSn 
a baja concentraciôn, como sucede en el suero. Debido a ello, 
los autores aconsejan realizar una cromatografla bidimensio- 
nal (133) cuando se quiera obtener una separaciôn neta de las 
4 fracciones.
Hemos solucionado estos inconvenientes utilizando dos 
tipos de plaças cromatogrâficas (de Silica Gel 6061 y de celu­
losa) en el anâlisis de cada muestra, y realizando cromatogra- 
flas monodimensionales de las mismas.
La Silica Gel 6 061 proporciona una marcada separaciôn 
de las fracciones OH-Cbl y Ado-Cbl, permaneciendo la primera 
en el origen, y emigrando la segunda 1-2 cm durante la cromato 
grafla. Por otra parte, las plaças de celulosa separan netamen 
te las manchas correspondientes a la CN-Cbl y Me-Cbl cuya pro- 
ximidad en la Silica Gel hace que en algunos casos no pueda 
cuantificarse exactamente el contenido de ambas fracciones. Am 
bos tipos de plaças, fueron activadas en una estufa a lOOsC du 
rante 15 minutos antes de su utilizaciôn.
Las cromatograflas se realizaron de la siguiente manera;
Los diferentes extractos secos obtenidos de cada una de
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las muestras a analizar, se redisolvieron en 20 pi de agua des 
tilada, y volûmenes de 5 pi fueron aplicados a cada uno de los 
dos tipos de plaças cromatogrâficas.
En ambos casos, la cromatografla se desarrollô durante 
4 boras, a 22sC, empleândose como fase liquida una mezcla de 
secbutanol/hidroxido amônico/ agua, en proporciôn 95:2:25 en el 
caso de las plaças de Silica Gel, y en proporciôn de 75:2:25 en 
el caso de las plaças de celulosa. De esta manera se obtiene 
un claro patrôn cromatogrâfico de las 4 fracciones de la vita­
mina 8^2*
En cada cromatografla se introdujeron patrones individua 
les de cada una de las 4 cobalaminas.
III..3. 2. 3 Revelado bioautogrâf ico de las plaças de cronatograf la 
con el mutante NCIB 9270 de E.coli.
Una vez finalizado el desarrollo de la cromatografla, se 
preparô una plaça de agar de las raisraas dimensiones qae la pla­
ça de cromatografla (20x20 cm), y se inoculô con el ciltivo del 
mutante NCIB 9270 de E. coli.
Para preparar la plaça de cultivo, se calienta el prepa­
rado de agar bacteriolôgico hasta que esté completameite liqui­
de, y se vierte sobre la mezcla de sales minérales, a la que se 
ha anadido 0.6 g de glucosa y 0.3 g . le cloruro de 2,3,5 trifenil 
tetrazolio. Finalmente se le anade el inôculo, que ha sido pre 
parado con anterioridad incubando el mutante NCIB 9273 de E. to
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11 en 2 ml de agua de peptona, a 37sC, durante unas 6 a 8 horas 
antes de su utilizaciôn.
La mezcla se vierte sobre un molde de plâstico de 20x20 
cm, que reposa sobre un papel de filtre estéril humedecido, que 
a su vez descansa sobre una plaça de cristal estéril.
Una vez solidificada la plaça, el papel y el agar se le 
vantan y se sitüan sobre la plaça de cromatografîa, en la dispo 
siciôn que se indica en el dibujo:
Plaça de cultivo del 
mutante (superior).
Papel de filtro (en medio).
Plaça de cromatografîa 
(inferior).
Es importante evitar la formaciôn de burbujas de aire en 
tre las dos plaças superpuestas.
La plaça y el cultivo se incuban a 372C durante lo horas.
El crecimiento del mutante en aquellas zonas de la plaça
en donde estâ présente la vitamina origina la oxidaciôn de
la sal de tetrazolio, produciendo una forma coloreada rojiza que
indica la situaciôn de la mancha.
Las manchas de cobalamina fueron cuantificadas por barri 
do fotomêtrico, utilizando un dispositivo "Thin layer attachment 
acoplado al densitômetro Chromoscan (MKII, Joyce Loebl and Co.), 
en comparaciôn con los estandar.
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Las Figuras 7 y 8 muestran la separaciôn cromatogrSfica 
de las diferentes cobalaminas estandar, en plaças de celulosa 
y de Silica Gel 6061.
III. 4. DETE^INACION DE LOS NIVELES DE FOLATO MEDIANTE UNA TEC- 
NICA ’DE RADIOANALISIS.
Para la medida de los niveles totales de folato en el 
suero de las ratas normales y portadoras de tumor, hemos util^ 
zado el mêtodo de radioanâlisis de Dunn y Foster (134), adap- 
tândolo posteriormente para su aplicaciôn a tejidos (higado y 
tumor).
III.4.1. Reactivos.
- Tampôn fosfato, 0.4 M, pH 7.6.
- Diluyente estandar, pH 7.4; se diluyen 25 ml del tam­
pôn fosfato 0.4 M, pH 7.6, en unos 800 ml de agua destilada. Se 
anaden 8.6 g de NaCl. La disoluciôn se ajusta a pH 7.4 con KOH 
0.1 M 6 con âcido fosfôrico 0.033 M, y se lleva a un volumen fi 
nal de 1 litro con agua destilada. La disoluciôn es estable
3 meses a 4sC.
- Tampôn salino de fosfato con albûmina (disoluciôn P-BAS), 
pH 7.4: se diluyen 25 ml del tampôn fosfato 0.4 M, pH 7.6, con
800 ml de agua destilada. Se anaden 8.6 g de NaCl, 5 g de albû
mina bovina (Sigma) y 3.8 g de etilendiaminotetra-acetato (sal 


















Plaça de Silica Gel 6061
FIGURA 7; SEPARACION DE LOS ESTANDAR DE VITAMINA B 









FIGURA 8; SEPARACION DE LOS ESTANDAR DE VITAMINA 
MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.
-79-
fôrico 0.033 M. Esta disoluciôn es estable 3 meses a 4ec.
- Reactivô de mercaptoetanol; 0.28 % (v/v ) de 2-merca£ 
toetanol (r.p.a. Merck) y 0.9 g% (p/v) de NaCl, en agua destila 
da.
- Câlculo de la pureza del estandar de N^ -metll-THF; se 
ha realizado segûn lo descrito por Gupta y Huennekens (136). Se 
pesa exactamente 1 mg de âcido DL-N^-metil-tetrahidrofôlico (sal 
de bario. Sigma), y se lleva a 25 ml con tampôn fosfato 0.1 M,
pH 7. En un espectrofotômetfo (en nuestro caso Unicam SP-800) 
se hace un barrido de esta disoluciôn en la zona del ultravio- 
leta, determinândose el mâximo de absorbancia a 290 nm. La apli 
caciôn de la ley de Lambert-Beer nos proporciona la pureza de 
la disoluciôn estudiada:
A=e.c.l
A= absorbancia de la disoluciôn a 290 nm.
£= coeficiente de extinciôn molar del N -metil-THF a
290 nm= 30.8 x 10^ M~^x cm”^.
1= longitud de la cubeta del espectrofotômetro.
c= concentraciôn del soluto en la disoluciôn, en g/l.
- Disoluciôn estandar concentrada de N^-metil-THF (1 mg/ 
ml), en reactivo de mercaptoetanol. Se fracciona en alicuotas 
de 0.2 ml en tubos de plâstico y se conserva a -20QC. Conviene
ensayar una muestra espectrofotométricamente a 290 nm cada cier
to tiempo, para comprobar que no ha habido degradaciôn del es­
tandar.
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- Disoluciones estandar de N^-metil-THF: se prépara una 
disoluciôn de N^-metil-THF (1 j.ig/ml) en diluyente estandar pH
7.4, y a partir de ella se preparan 6 disoluciones estandar eu 
yas concentraciones son las siguientes: 5,10,15,20,25 y 30 ng/ 
ml, que equivalen a 1,2,3,4,5, y 6 ng de N^-metil-THF en el tu 
bo de reacciôn respectivamente. Estas disoluciones deben ser 
preparadas en cada nuevo ensayo.
- (G-^H)-âcido fôlico,sal de potasio. Una ampolla» 250 
|iCi= 22 j i q , Amersham.
- Disoluciôn concentrada de âcido fôlico-^H, (2.2 pg/ml) 
en diluyente estandar pH 7.4 al que se ha adicionado 10 g/l de 
albûmina bovina (fracciôn V, Sigma). Se fracciona en alicuotas 
de 100 |il en tubos de plâstico, y se almacena a -20q c .
- Disoluciôn diluida de âcido fôlico-^H (2.2 ng/ml): se 
prépara a partir de la disoluciôn concentrada, con tampôn fos­
fato 0.4 M, pH7.6. Esta disoluciôn es estable una semana a 4sC.
- Disoluciôn isotôpica de trabajo (0.73 ng/ml): se prepa 
ra a partir de la disoluciôn anterior, con tampôn fosfato 0.4 
M. pH 7.6. Esta es la disoluciôn que se utiliza como trazador 
en el ensayo.
- Suspensiôn de carbôn activo: contiene 2.5 g% (p/v) de» 
carbôn activo (Norit A, neutro. Sigma), y 0.125 g% (p/v) de po_l 
vo de hemoglobina (Difco).
- Disoluciôn concentrada de B- lactoglobulina 
(cristalizada, Sigma), (10 mg/ml), en tampôn fosfato 0.4 M, pH 
7.6. Esta disoluciôn se fracciona en alicuotas de 1 ml en tubos
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de cristal aclarados con la disoluciôn P-BAS. Los autores del 
mêtodo (134) aconsejan que la pared de los tubos sea tratada 
con esta disoluciôn, para conservar la estabilidad de la 6-lacto 
globulina durante su almacenamiento. En estas condiciones la di 
soluciôn es estable 3 meses a -20sC. Una vez descongelada, es­
ta disoluciôn no puede ser recongelada para su uso posterior.
- Disoluciôn de trabajo de B-lactoglobulina
(500 pg/ml): debe prepararse en cada nueva experiencia, a par­
tir de la disoluciôn concentrada, diluyendo con tampôn fosfato,
0.4 M, pH 7.6.
- Tampôn de lisina, 0.04 M, pH 10.5.
(L-Lisina, monocloruro, cristalizada. Sigma). Esta disoluciôn 
es estable 6 meses a T ambiente.
- Tampôn fosfato 0.1 M, pH 7, 0.24 mM en âcido ascôrbico.
- Suero libre de Folatos (SLF); se prépara de acuerdo con 
lo descrito por Rothenberg y col. (137). Una vez separado por 
centrifugaciôn el suero procedente de unas 15 ratas, se mezcla
y se le adiciona 15 mg/ml de suero, de carbôn activo neutro (No 
rit A, Sigma). La suspensiôn se agita en un agitador magnêtico 
durante 30 minutos, pasados los cuales se centrifuge a 3000xg 
durante 20 minutos a 4sC. El sobrenadante se pasa por un filtro 
Millipore (tamafto de poro= 0.45 p) para extraer del suero los 
restos de carbôn activo. El suero résultante se almacena a -20SC "
hasta el momento de su uso.
- Llquido de centelleo;Hemos utilizado una mezcla de naf
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taleno-dioxano debido a que 10 ml de la misma admiten perfecta 
mente 1 ml de muestra acuosa sin producir turbidez. La compos^ 
ciôn del liquide de centelleo utilizado es la siguiente:
30 g de naftaleno (para centelleo, Merck).
20 ml de etilen-glicol (Merck).
100 ml de metanol (Merck).
4 g de PPO (2,5-difeniloxazol, Merck).
0,2 g de POPOP (2.2'-p-fenilen bis (5-feniloxazol), Mer 
ck) .
Se lleva hasta 1 litre cen diexane (r.p.a. Merck).
III.4.2. Mëtede experimental.
III.4.2.1. Muerte de les animales de experimentaciôn.
Antes de ser sacrificades, en cada une de les animales 
se midiô el centenide de hemeglebina en sangre total, per el mé 
tede de la cianemetahemoglebina (117) , extrayéndoles 20 jal de 
sangre de un pequehe certe practicade en el extreme del rabe.
Una vez pesades, les animales fueren sacrificades baje 
anestesia de eter. Antes de su muerte, se les extrajeren unes 
6 ml de sangre de la vena suprahepâtica. A centinuaciôn les 
fueren extirpades el higade y el tumor.
III.4.2.2 Preparaciôn de las muestras de suere.
Las sangres precedentes de les animales sacrificades fue
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ron centrifugadas a 2500xg durante 10 minutes, para censeguir 
la separaciôn del suero. Aquellos sueros que presentaron un le 
ve grade de hemelisis fueron desechados para la experiencias, 
debido a que el nivel de folate en el glôbulo rojo es muy supe 
rier al centenido en el suero, por lo que una ligera hemolisis 
puede conducir a resultados errôneos en las determinaciones.
0.3 ml de cada muestra de suero fueron separados para la 
determinaciôn de las proteinas totales por el método del Biuret 
(138) . El suero restante fue preparado para la determinaciôn 
de folates, desproteinizândelo de la siguiente manera:
Se diluyô 1 ml de suero con 1 ml de tampôn fosfato 0.1 M, 
pH 7, 8.24 mM en âcido ascôrbido. A continuaciôn los sueros fue 
ron calentados a lOOQC durante 10 minutes en bano de agua hir- 
viente. Una vez enfriados, fueron sometidos a un doble proceso 
de congelaciôn-descongelaciôn, y centrifugados a 12000 xg duran 
te 30 minutes a 2sC. Les sobrenadantes procédantes de la centri 
fugaciôn se censervaren a -20QC hasta el memento del ensayo. El 
tiempe mâximo transcurrido desde el almacenamiente de la mues­
tra hasta su procesamiento fue de 6 dias.
III. 4.2.3. Preparaciôn de las muestras de hîgado y tumor.
Les hîgados y les tumores de los animales sacrificados' 
fueren lavades con diseluciôn salina de NaCl al 0.9% (p/v), y 
pesades. Alîcuetas de hîgado (-150 mg) y de tumor (-200 mg) fue 
ren hemegeneizadas en un homogeneizador Potter-Elvehjem de vi-
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drio. El volumen final se ajustô a 10 ml con tampôn fosfato 0.1 M, 
pH 7, 8.24 mM en âcido ascôrbico.
Los homogeneizados se calentaron durante 5 minutes en ba 
ne de agua hirviente. Una vez enfriados a T ambiente, les des- 
preteinizades se centrifugaren a 3000xg durante 15 minutes a 4GC. 
Les sobrenadantes fueren fraccienados en alîcuetas de 1 ml y cen 
servades a -20QC hasta el memento del ensaye.
En el dîa de la determinaciôn, un velumen de sebrenadan 
te precedents de extracte de hîgado se diluyô 30 veces cen dilu 
yente estandar pH 7.4, y esta diseluciôn fue empleada en el en 
saye ceme muestra de hîgado.
Asî misme, un velumen de sebrenadante precedente de ex­
tracte de tumer, se diluyô 4 veces cen diluyente estandar pH 7.4, 
y esta diseluciôn fue empleada ceme muestra de tumer.
III.4.2.4. Radieanâlisis de felate.
En el Cuadre III se représenta el esquema del fundaraente 
del mëtede de determinaciôn de felate per radieanâlisis. En el 
Cuadre IV se représenta un esquema del desarrello de esta tëc- 
nica.
Les tubes de cristal utilizades en la preparaciôn de las 
diselucienes estandar, almacenamiente de muestras y en la prime 
ra parte del ensaye, deben ser aclarades cen la diseluciôn P-BAS, 
para evitar que la muestra sea abserbida per las paredes de cri^ 
tal. Una vez tratades cen dicha diseluciôn, les tubes se celecan 
beca abaje hasta que esten cempletamente seces.
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Trazador: Acido fôlico- H
Proteina Ligante: 6-Lactoglobulina.
1 Incubaciôn,




Acido fôlico- H 6-Lactoglobulina.
FracciÔn unida a proteina 
(B)
Adiciôn de carbôn active 
V Centrifugaciôn
J Folato- S-Lacteglebulina 
® ^ Ac. fôlice-^H- 6-Lacteglobulina
{Felate ,Acido fôlico- H
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CUADRO IV: DESARROLLO DEL METODO DE DETERMINACION DE FOLATOS.
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a) Se mezcla el centenide de los tubes.
b) Se calientan les tubes a lOOsc, 15 minutes.
c) Se enfrîan a T ambiente.
(*) SLF= Suere Libre de Felates.
Bi= tube control para la medida del ligamiente inespecîfice.
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CUADRO IV; DESARROLLO DEL METODO DE DETERMINACION DE FOLATOS.
2§ parte
Mezcla procé­












Tubos estandar 0.9 ml 0.5 ml 0.2 ml






a) Repose 4 5 minutes a temperatura ambiente.
b) Adiciôn en frie de la suspensiôn de carbôn act^ 
ve-hemeglebina (o.S ml/tube)
c) Centrifugaciôn a ISOOxg durante 20 minutes, a 
4 oc.
e) 1 ml de sebrenadante se lleva al vial de cen- 
tellee con 10 ml de liquide de centelleo.
f) Contaje de las dpm de las muestras en un con- 
tader de radiaciôn 6.
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III.4.3. Dlscusiôn del mêtodo.
El primer método utilizado para la medida de niveles de 
folato en suero humano, fue un mêtodo microbiolôgico que data 
de 1959 y fue introducido por Baker y col. (135). Durante muc)ios 
afios se lian utilizado procesos microbiolôgicos para la determi­
naciôn de derivados de âcido fôlico en muestras biolôgicas. Es- 
tos procesos miden los diferentes tipos de folato, basândose 
en la propiedad que presentan estos compuestos de promover el 
crecimiento de ciertos microorganismos (Lactobacillus casei. 
Streptococcus faecalis y Pediococcus cerevisiae), y se han mos 
trado como métodos precisos y reproducibles, que hoy dîa man- 
tienen su validez a pesar del tiempo transcurrido. El ûnico 
inconveniente que presentan es que su desarrollo es complejo, 
exigiendo unas condiciones de cultivo muy extrictas.
Sobre el afio 1967 se demostrô la propiedad que poseen 
ciertas proteinas de la leclie de vaca para fijar el âcido fôli 
co (139, 140). Este descubrimiento sentô las bases de las pri­
meras técnicas de radieanâlisis de folato (141,142). Actualmen 
te este método parece tener una gran reproducibilidad estando 
desprovisto de los inconvenientes propios de las técnicas micro 
biolôgicas.
La proteina ligante de folato présente en la leche lia 
sido identificada, correspondiendo a la fracciôn 8-lactoglobu- 
lina (143) . Se lia demos trado que la g-1 ac tog 1 obu 1 ina a pH a Ica 
lino présenta una elevada capacidad de uniôn tanto con el âci-
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do pteroilglutâmico (âcido fôlico) , como con el -metil-THF 
(134,144), y ademâs présenta la gran ventaja de poder disponer 
de ella en forma comercial y cristalizada.
Otra gran ventaja de este mêtodo es que corrige errores 
de técnicas anteriores, ocasionados por la presencia en el sue 
ro de proteinas ligantes de folato (Serum Folate Binding Pro­
teins, SFBP), las cuales dan lugar a resultados inferiores a 
los reales por disminuir los niveles de folato deterrainables 
por radioanâlisis.
Estudios realizados sobre las SFBP han revelado que son 
de naturaleza glicoprotéica, y parece ser que actuan retrasando 
mâs que favoreciendo, el suministro de folato a la célula (14 5- 
150). Estas proteinas son las mismas que las descritas en pacien 
tes con leucemia mieloide crônica (115) , en mujeres gestantes 
y en mujeres sometidas a tratamiento con anticonceptivos orales 
(152). También se han encontrado niveles elevados de SFBP en pa 
cientes con uremia y cirrosis (153).
Para corregir la fuente de error que supone la presencia 
de las SFBP, Dunn y Foster (134) diluyen las muestras de suero 
con tampôn de Usina pH 10.5, y las some ten al calor en un bano 
de agua hirviente, para destruir la capacidad de las proteinas 
séricas de unirse a los folatos. Dicho calentamiento no altera 
al folato, por ser este metabolite, igual que la vitamina B^ ^^  ' 
altamente estable a temperaturas elevadas. Los mêtodos ordina­
ries de diluciôn de los sueros y su posterior tratamiento con
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calor, conducen a menudo a la formaciôn de un coâgulo, o de 
extrema turbidez en el tubo. El tampôn de Usina pH 10.5 pré­
senta la ventaja de que permite la desnaturalizaciôn de las 
proteinas séricas y la liberaciôn del folato, sin producir 
turbidez en el tubo de ensayo.
Las medidas del nivel de folatos que se obtienen con es 
te método de radioanâlisis, son esencialmente idénticas a las 
proporcionadas por el método microbiolôgico del Lactobacillus 
casei (134), con la ventaja de que mediante la técnica de radio 
anâlisis se evitan las perturbaciones debidas a la presencia 
de antibiôticos en el suero, que afectan al crecimiento del Lac 
tobacillus (154).
Recientemente se ha puesto en tela de juicio la validez 
del radioanâlisis como técnica apropiada para la determinaciôn 
de folato en muestras biolôgicas. Shane y col. (155) estudian 
3 preparados comerciales de radioanâlisis de folato, y compa 
ran los resultados con los obtenidos por el método microbiolô 
gico del Lactobacillus casei. Los autores se limitan a medir 
muestras de diferentes tipos de folatos estandar preparados 
por ellos mismos, y no analizan ninguna muestra biolôgica. 
Concluyen que los derivados monoglutamato del folato exiben di 
ferentes respuestas en el radioanâlisis, dependiendo de su cons 
tituyente monocarbonado y de su estado de oxidaciôn. Los deri­
vados po1ig1utama to presentan una mayor respuesta al radioanâ­
lisis que los derivados monoglutamato, respuesta que varia de­
pendiendo de la concentraciôn de folato.
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Suponiendo vSlido el resultado de estas experiencias, 
afectarîa solamente a aquellos resultados obtenidos en mues­
tras biolôgicas tisulares, en las que estS demostrada la exis 
tencia de varies tipos de folato y de formas poliglutamato. Sin 
embargo, no afectarîa en absolute a los resultados obtenidos 
en suero, ya que se sabe que el folato circulante corresponde a 
la forma monoglutamada del N^-metil-THF casi' en su totalidad 
(52) .
Diverses autores de métodos de radioanâlisis de folatos 
en suero, comparan su método con el método microbiolôgico del 
Lactobacillus casei, obteniendo correlaciones estadisticas bue- 
nas (134 ,142 , 144) .
Por otra parte, teniendo en cuenta que el contenido ti- 
sular en folato estâ en relaciôn directa con su concentraciôn 
sérica (156-158), se comprende que la determinaciôn del nivel 
de folato en suero posea un interés diagnôstico primordial.
Al hacer un estudio detallado de la técnica que hemos 
utilizado para comprobar la fiabilidad de la misma, hemos en­
contrado un aspecto del radioanâlisis de Dunn y Foster (134) 
que creemos puede conducir a errores en los resultados, por 
lo que hemos introducido ciertas modificaciones. Dichos autores
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preparan las disoluciones estandar en un disolvente que contie 
ne albûmina (10 g/l), ya que la muestra de suero que es procesa 
da contiene también proteinas. Sin embargo, la concentraciôn de 
proteinas totales en el suero de rata normal tiene un valor me 
dio de 70 g/l, es decir, es 7 veces mayor que la empleada en los 
tubos estandar.
Para comprobar si esta diferencia en el nivel de protei 
nas del tubo de radioanâlisis podrîa afectar a la reacciôn de 
ligamiento folato-proteina, se liizo una experiencia en la que 
se procesaron dos curvas estandar; una con el diluyente estan­
dar utilizado por Dunn y Foster (134) , y otra utilizando un vo 
lumen de "Suero Libre de Folatos" (SLF), igual al volumen de 
suero présente en los tubos problema, con el fin de igualar 
las concentraciones protéicas de los mismos.
En la Grâfica 5 estân representadas dichas curvas. Como 
puede observarse, la pendiente de la curva correspondiente al 
SLF es mayor que la de la curva correspondiente al diluyente es 
tandar (10 g/l).
Dado que las ratas portadoras de tumor presentan una hi 
poproteinemia marcada (proteinas séricas totales= 5g%) frente 
a las ratas normales (7g%),nos preguntamos si esta variaciôn 
en el nivel de proteinas séricas podrîa ser la causante del me 
nor nivel de folato que encontrâbamos en el suero de las ratas 
portadoras de tumor con respecto al de las ratas control. Para 
comprobar esto, procesamos 2 curvas estandar, una con SLF de ra 
ta normal y otra con SLF de rata portadora de neoplasia.
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GRAFICA 5: CURVAS ESTANDAR DEL RADIOANALISIS DE FOLATO, PROCESADAS
CON DILUYENTE ESTANDAR (10 g alb&nina/litro) (----)
Y CON SUERO LIBRE DE FOLATOS (----) .
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En la Grâfica 6 estân representadas ambas curvas. Como
puede observarse, la pendiente es menor en el caso en el que se
ha utilizado SLF de rata portadora de tumor.
A partir de estos datos dedujimos que habia que igualar 
el contenido en proteinas de todas las muestras que se analiza 
ban para poder comparer los resultados. Creemos que este hecho 
tiene una gran importancia sobre todo cuando el radioanâlisis 
de folato se utilize como ensayo clînico de rutina, aplicado 
a la medicine humane, ya que las variaciones en los niveles de 
proteinas séricas que frecuentemente se presentan en alqunas 
enfermedades, pueden dar lugar a variaciones en el ligamiento, 
independientes del contenido de folato en el suero, que al ser 
calculado mediante una misma recta de calibrado, conduzca a fal- 
sos resultados.
Debido a todo ello, hemos modificado el mêtodo de Dunn 
y Foster, trabajando siempre con extractos desproteinizados, y 
adicionando a todos los tubos (estandar y problema) una canti- 
dad fija de un mismo preparado de SLF.
III.4.4. Control del método.
Durante la puesta a punto del radioanâlisis para la de­
terminaciôn de folatos en suero, hîgado y tumor de ratas norma 





GRAFICA 6; CURVAS ESTANDAR DEL RADIOANALISIS DE FOLATO, PROCESADAS
CON SUERO LIBRE DE FOLATOS DE RATA NORMAL (----  ) Y
DE RATA PORTADORA DE TUMOR (-----).
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111.4.4.1. Titulaci6n. de la proteina ligante.
Hemos medido el porcentaje de uniôn (%B) frente al total 
de dpm, de 5 diluciones diferëntes de proteina ligante (125,250, 
500,750 y 1000 pg de 6-lactoglobulina/ml de disoluciôn) en au- 
sencia de folato frio.
Hemos escogido para nuestras experiencias la concentra­
ciôn de 500 pg de 6-lactoglobulina/ml por ser la que proporcio 
na un 45% de ligamiento respecto a las dpm totales en ausencia 
de folato frio, y da valores de porcentaje de la fracciôn uni­
da a proteina, perfeetamente distinguibles en cada uno de los 
puntos de la curva estandar.
En la Grâfica 7 estân representadas las diferentes cur­
vas estandar obtenidas a distintas concentraciones de la pro­
teina ligante.
111.4.4.2. Reproducibilidad de la curva estandar.
En la Grâfica 8 estân representadas las variaciones ob­
tenidas en la curva estandar en 15 experiencias diferentes. Se 
ha representado el valor x± D.S. de la fracciôn unida a protei 
na (%B) referido al total de dpm, correspondiente a cada una 
de las concentraciones de las disoluciones estandar.
La precisiôn en cada punto de la curva estandar ha sido 





30 - 750 ug P-lactoglobullna
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125 ug P-lactoglobullna
GRAFICA 7; CURVAS ESTANDAR DEL RADIOANALISIS DE FOLATO, A DIFERENTES 





GRAFICA 8: RADIOANALISIS DE FOLATO. VARIACION DE LA CURVA ESTANDAR 
EN DIFERENTES EXPERIENCIAS. (x ± D.S.) (n=15).
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Los coeficientes de variaciôn obtenidos son los siguien
tes :







Estandar-6 ■ •8 8 . 77%
Hemos establecido como zona de trabajo la comprendida en 
tre las concentraciones de folato frîo de 1-4 ng/tubo, pues en 
dicha zona las curvas presentan una pendiente ôptima.
III.4.4.3. Curvas de diluciôn de suero y tejidos.
En la Grâfica 9 estâ representada la curva de diluciôn 
del suero. Se han ensayado 6 diluciones distintas S^, S ^ ,
S^, S^ y Sg que se corresponden a una cantidad de suero en el 
tubo de ensayo de 0.075 ml, 0.1 ml, 0.125 ml, 0.15 ml, 0.175 ml 
y 0.2 ml respectivamente. Hemos obtenido una buena correspon- 
dencia con la curva estandar en la zona de proporcionalidad 
de la misma. Segûn este criterio, hemos escogido la diluciôn 
S^ (0.1 ml de suero/tubo) para el anâlisis de las muestras.
En la Grâfica 10 estâ representada la curva de diluciôn 
del hîgado. Hemos estudiado 5 diluciones H^, H^, H^, H^ y H^
—100—
% B
6 n g  N®-METIL-THF 
ml de suero
0.1 , 0.15 0.2
0.075 0.125 0.175
GRAFICA 9: RADIOANALISIS DE FOLATO. CURVA ESTANDAR (•) Y 
DILUCION DE SUERO (A).





GRAFICA 10; RADIOANALISIS DE FOLATO. CURVA ESTANDAR (•) Y 
DILUCION DE HIGADO (A).
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del homogeneizado de hîgado, que equivalen a 0.06 mg, 0.075 mg, 
0.10 mg, 0.15 mg y 0.30 mg de tejido hepStico hûmedo en el tu­
bo problema. Excepto la diluciôn todas las demâs diluciones
se corresponden perfeetamente con el perfil de la curva estan­
dar en el intervalo comprendido entre los estandar 0-4 ng de 
folato. Hemos escogido la diluciôn (0.10 mg de tejido hepS­
tico hûmedo/tubo) para el procesamiento de la muestra.
En la Grâfica 11 estâ representada la curva de diluciôn 
del tumor. Se han analizado 5 diluciones T^, y de
los homogeneizados de tumor Yoshida y Walker-256, que equiva- 
lèn a la cantidad de 0.4 mg, 0.5 mg, 0.66 mg, 1 mg y 2 mg de 
tejido tumoral hûmedo en el tubo de reacciôn. Todos los puntos 
medidos se corresponden con la zona de proporcionalidad de la 
curva estandar, tanto para el tumor Yoshida como para el Wal­
ker-256. Para las experiencias hemos escogido la diluciôn 
(1 mg de tejido tumoral hûmedo/tubo) de los homogeneizados 
desproteinizados.
111.4.4.4. Ligamiento inespecîfico.
El valor medio de ligamiento inespecîfico calculado co 
mo el porcentaje de dpm en el sebrenadante (fracciôn ligada 
a proteina) respecto al total de dpm, ha sido de 5.77%.
111.4.4.5. Recuperaciôn del mêtodo.
Se ha medido el porcentaje de folato recuperado de dis­
tintas cantidades de folato frîo afiadidas a las muestras de sue





m g  d e  t u m o r
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GRAFICA 11; RADIOANALISIS DE FOLATO. CURVA ESTANDAR (•),
DILUCION DE TUMOR YOSHIDA ( ^ )  Y DE TUMOR WALKER-256 (Z\),
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ro, hîgado y tumor.
La proporciôn de folato recuperado la hemos calculado 
mediante el cociente:
folato ensayado ,
% Recuperaciôn  ---------------------------------
folato endôgeno + folato aftadido
Las recuperaciones que hemos obtenido para las distintas 
muestras, son las siguientes:







III.4.4.6. Reproducibilidad intra-anâlisis e inter-anSlisis.
Una misma muestra ha sido procesada 4 veces dentro del 
mismo ensayo, con el fin de obtener el valor de la reproduci­
bilidad intra-anâlisis del método. La variaciôn del valor me­
dido en el nivel de folatos correspondientes a 2 hlgados nor­
males, ha sido:
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X ± D.S. = 20.36+2.85
D.S.
Coef iciente de variaciôn = ------------------ x 100= 14%
X




X ± D.S.= 19.89 4.01
Coeficiente de variaciôn= 20%
Se ha estudiado también la variaciôn de valores produci 
da por el método, sobre la misma muestra medida en ensayos di 
ferentes, para obtener la reproducibilidad inter-anSlisis.
Las variaciones del valor de folatos obtenido en 2 ensa 
yos diferentes, han sido:
Suero: a) 10.55 ng de folato/ml de suero.
b) 14.50
Coeficiente de variaciôn=22%
a) 20.25 ng de folato/ml de suero.
b) 20.68
Coeficiente de variaciôn= 1.4%
a) 38.59 ng de folato/ml de suero.
b) 37.50
Coef iciente de variaciôn= 2%
a) 29.10 ng de folato/ml de suero.
b) 33.75
Coeficiente de variaciôn= 10%
—  1 0 6 —
Hîgado:
Tumor :













de folato/g tejido hepâtico hûmedo 
de variaci6n= 8%
de folato/g tejido hepâtico hûmedo, 
de variaci6n= 11%
de folato/g tejido hepâtico hûmedo,
de variaci6n= 22%
folato/g tejido hepâtico hûmedo.a) 27.75 pg
b) 21.75
Coeficiente de variaci6n= 17%
a) 2.23 pg de folato/g tejido tumoral hûmedo
b) 2.88
Coeficiente de variaci6n=18%
a) 1.88 pg de folato/g tejido tumoral hûmedo.
b) 2.13
Coeficiente de variaci6n= 8%
a) 1.90 pg de folato/g tejido tumoral hûmedo.
b) 2.25
Coeficiente de variaciôn= 11%
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a) 4.39 jjg de folato/g tejido tumoral humedo.
b) 4.66
Coeficiente de variaci6n= 4%
Aunque estes porcentajes de variaciôn son permitidos den- 
tro de los ensayos de radioanSllsis, para minimizar en lo posi- 
ble estos errores, se ban procesado siempre dentro del mismo en- 
sayo, un grupo de muestras de ratas control, junto con las mues- 
tras correspond!entes a las ratas portadoras de tumor.
III. 5. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA ENZIMA TIMIDILATO SIN- 
TETASA (E.C.2.1.1.45).
Para el ensayo de la actividad enzimâtica de la timidi- 
lato sintetasa en higado y tumor de las ratas portadoras del 
sarcoma sôlido de Yoshida, hemos utilizado el metodo de Lomax 
y Greenberg (159) , modificado per G6mez y Montanés (160). Es­
te método estâ basado en la liberaciôn del tritio contenido 
en el sustrato dUMP-5-^H al agua présente en el medio, durante 
el transcurso de la reacciôn. (Ver Figura 6 del apartado 1.2.3. 
de la Introducclôn).
III.5.1. Reactivos.
Salvo que se especifique lo contrario, todos los reacti­
vos utilizados han sido productos para anSlisis de Merclc.
- Disolucion de MgCl^,1 M.
- Tampôn de homogeneizaciôn, sacarosa 0.25 M, Tris
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0.01 M, pH 7.5
- Tampôn Tris-formaldehido-mercaptoetanol,pH 7.5; 
TrisrClH 0.5 M, 2-mercaptoetanol 30 mM y formaldehido 35 mM.
- Disoluciôn de THF, 0,25 g% (p/v) de âcido dl,L-tetra- 
hidrofôlico (Sigma) en tampôn Tris-formaldehido-mercaptoetanol, 
pH 7.5, Esta disoluciôn se prépara en cada nueva experiencia.
- Disoluciôn de dUMP-^H (0.05 mCi/ml): disoluciôn de 
la sal amônica de desoxi - (5-^H)-uridina 5' -monofosfato, en 
etanol al 50%. Actividad especlfica= 10 Ci/m mol. Radiochemical 
Centre, Amersham.
- Suspensiôn de carbôn activot contiene 10 g% (p/v) 
de carbôn active (Norit A, no tratado. Sigma), en tampôn fos- 
fato 0.01 M, pH 7.
te :
- Liquide de centelleo; su composiciôn es la siguien
1 1. de toluene.
300 ml de etanol absolute.
80 g. de naftaleno.
6 g de PPO (2,5-difeniloxazol).
0.2 g. de POPOP (2,2' -p-fenilên bis (5-feniloxazol)
- Mezcla de reacciôn; esta mezcla ha de ser preparada 
en el memento del ensayo. La proporciôn de sus componentes es 
la siguiente:
20 |il de disoluciôn de MgCl^, 1 M.
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500 pi de disoluciôn de THF.
50 pl de disoluciôn de dUMP, 0,05 mCi/ml.
Cada tubo contiene 500 pl de esta mezcla de reacciôn.
III.5.2. Mêtodo experimental.
111.5.2 .1 . Muerte de los animales de experimentaciôn.
Para las experiencias destinadas a la determinaciôn de 
la actividad de la timidilato sintetasa, se han utilizado ra­
tas Wistar, macho, de 3 meses de edad y de peso comprendido 
entre 200 y 300 g.
A un grupo de estas ratas se les transplantô el sarcoma 
sôlido de Yoshida, de acuerdo con lo descrito en el apartado 111,1 
Se han escogido animales adultos cuyos crecimiento ha fi- 
nalizado, ya que la actividad de la timidilato sintetasa es muy 
elevada en el hîgado de ratas jôvenes.
Los animales fueron sacrificados por decapitaciôn y se 
les extrajo el hîgado y el tumor. La actividad de esta enzima no 
es detectable en suero de rata.
La determinaciôn de hemoglobina en sangre total se rea- 
lizô en todos los animales sacrificados, por el método de la c^ 
nometahemoglobina (117).
111.5.2.2 Preparaciôn de las muestras de hîgado y de tumor.
Los hîgados y los tumores procedentes de los animales 
de experimentaciôn, se lavaron con disoluciôn salina (NaCl 0.9%, 
p/v) y se pesaron.
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Allcuotas de 5 g de hîgado y de 1.5 g de tumor fueron ho 
mogeneizadas en tampôn de sacarosa-Tris, pH 7.5, en un homoge- 
neizador Pottej?-Elvehjem de vidrio. El volumen final del homoge 
neizado fue de 4 ml/g de tejido.
Los homogeneizados se centrifugaron a 105000xg durante 90 
minutes a Oq c . Los sobrenadantes procedentes de la centrifuga- 
ciôn se conservaron a -203C hasta el momento del ensayo.
III.5.2.3. Desarrollo del método.
El dia del ensayo se prépara una mezcla de reacciôn que 
contiene MgCl^, THF, formaldehido y düMP-^H.
50 pl del extracto de tejido se adicionan a 500 pl de la 
mezcla de reacciôn. Los tubos se agitan y se incuban a 37qC du­
rante 40 minutes. Pasado este tiempo, los tubos se enfrian râ- 
pidamente en un bano de hielo, y se les adiciona 500 j i l  de una 
suspensiôn de carbôn activo con el fin de separar la fase acuo 
sa del resto de los componentes de la mezcla de reacciôn. Una 
vez agitados, los tubos se dejan en repose durante 30 minutes.
A continuaciôn se centrifugan a 4000xg, a 4sC durante 15 minu­
tes. El sobrenadante se hace pasar a travês de un filtre Milli. 
pore (tamano de poro= 0.4 5 p).
Todas las determinaciones se llevaron a cabo por duplica
do.
En cada ensayo se procesô un tubo control que tenla todos 
los reactivos antes mencionados, excepte los 50 pl del extracto
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tisular que fueron sustituidos por 50 pl de un extracto hepâti 
CO procédante de una rata normal adulta, de 6 meses de edad 
y de peso 460 g. Los hîgados procedentes de ratas de estas ca 
racterîsticas presentan una actividad nula de la enzima timi- 
dilato sintetasa, la cual fue comprobada con anterioridad al 
ensayo.
Todas las operaciones previas a la incubaciôn se reali- 
zan manteniendo los tubos a Oec.
En el Cuadro V se représenta el esquema del proceso se- 
guido durante el desarrollo de esta têcnica".
III.5.3. Discusiôn del método.
Los ensayos que existen hasta la fecha para la détermina 
ciôn de la actividad de la enzima timidilato sintetasa, pueden 
dividirse en 3 grupos.
a) Métodos basados en la utilizaciôn de un sustrato mar 
cado isotôpicamente, y posterior aislamiento deltimidilato ra 
dioactivo formado en el transcurso de la reacciôn, mediante 
una técnica cromatogrâfica (161).
b) Mêtodo espectrofotométrico basado en la variaciôn de 
absorbancia a 338 nm, originada por la oxidaciôn de -me 
tilén-THF a DHF (162).
c) Métodos basados en la liberaciôn d e l contenido en
el sustrato dUMP-^H al agua présente en el medio de reacoLÎ^n v 
(159, 163). A'/,/ %
FIBLIOTECA
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CUADRO V: METODO DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA 
TIMIDILATO SINTETASA.





500 ul 500 ul
Extracto tisular 
(Hîgado,tumor) 50 pl
Extracto de hîgado 









Mezcla del contenido de los tubos. 
incubaciôn a 37sC, 40 minutes.
Se detiene la reacciôn pasando los tubos 
a un bafto de hielo.
500 500 pl 500 P"
Agitaciôn de los tubos.
Repose 30 minutes, 4q c .
Centrifugaciôn a 4OOOxg, 4sC, 15 minutes, 
Filtraciôn de los sobrenadantes a travês 







Lectura de las dpm producidas por el H 
en' un contador de centelleo.
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El método espectrofotométrico présenta la ventaja de su 
sencillez y fiabilidad de resultados, pero su sensibilidad es 
muy limitada, y cuando se utilizan extractos crudos de la enzi 
ma, se producen con frecuencia incrementos de absorbancia, aûn 
en ausencia de sustrato.
Los métodos isotopo-cromatogrâficos poseen una sensibili 
dad mayor que la del método espectrofotométrico pero su desarro 
llo es largo, presentan a menudo reacciones de interferencia 
que enmascaran los resultados, y producen valores del "bianco" 
(ausencia de enzima) muy elevados.
El método basado en la medida del liberado al agua del 
medio de reacciôn, présenta los mismos requerimientos que el mé 
todo espectrofotométrico en cuanto a concentréeiôn de sustrato 
y pH de reacciôn, pero tiene las ventajas de una mayor sensibd^ 
lidad, valores de "blanco" bajos, y es aplicable a extractos 
crudos de préparéeiones de la enzima.
La validez de este método requiere una relaciôn estequio 
métrica entre el liberado y el dTMP formado. En ausencia 
de enzima se ha comprobado que la mayor proporciôn de la radioac 
tividad presentada por el "blanco", se debo a la presencia del 
agua tritiada présente en las disoluciones de dUMP-^H, procédan­
te de una lenta disociaciôn ô por degradaciôn del düMP-^H (159).
III.5.4. Control del método.
Hemos realizado el estudio de la variaciôn de la activi­
dad enzimâtica de la timidilato sintetasa, con la cantidad de en
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zima presente en la muestra {extracto de hîgado o de tumor) y 
con el tiempo de incubaciôn a 37sC.
En la Grâfica 12 se observa que el aumento de actividad 
de la timidilato sintetasa es proporcional en el intervalo de 
concentréeiones del extracto de hîgado comprendido entre 25 y 
100 pl. En nuestras experiencias hemos utilizado volûmenes de 
50 pl del extracto hepâtico.
En la Grâfica 13 se muestra la variaciôn de la actividad 
de la timidilato sintetasa a diferentes concentréeiones del ex­
tracto de tumor en el tubo de reacciôn. Como puede observarse 
el aumento de actividad es proporcional en el intervalo compren 
dido entre 25 y 75 pl del extracto tumoral. Debido a ello, nos 
ha parecido apropiado escoger el volûmen de 50 pl de extracto 
de tumor para la realizaciôn de las experiencias.
La Grâfica 14 muestra la variaciôn de la actividad enzi­
mâtica que presentan 50 pl de los correspondientes extractos 
tisulares, con el tiempo de incubaciôn. Para nuestras experien 
cias hemos escogido el tiempo de 40 minutos, al cual la activi 
dad de la timidilato sintetasa es mâxima y estable.
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extracto de hi'gado
GRAFICA 12: VARIACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TIMIDILATO SINTETASA 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO DE HIGADO.
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GRAFICA 13: VARIACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TIMIDILATO SINTETASA 
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE EXTRACTO DE TUMOR.
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GRAFICA 14: ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIMIDILATO SINTETASA A DIFEREN­
TES TIEMPOS DE INCUBACION.
dpm X 10
150 -
Extracto de tumor  
(50 p l)
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IV. RESULTADOS
IV. 1. DATOS GENERALES DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION
En la Tabla II se encuentran recogidos los valores de la 
media y desviaciôn estandar de algunos parâmetros (peso corpo­
ral, porcentajes relatives de los pesos de hîgado y tumor res 
pecto al peso total del animal, nivel de hemoglobina en sangre 
y concentraciôn de proteinas sêricas) , caracterîsticos de los 
animales utilizados a lo largo de este trabajo.
Estos parâmetros muestran una diferencia estadîstica muy 
significativa entre el grupo de ratas normales y el grupo de 
ratas portadoras de tumor. En la Grâfica 15 estâ representada 
la diferencia entre estos valores en los dos grupos de animales 
estudiados.
Las ratas portadoras de tumor presentan un aumento de la 
masa hepâtica, siendo ésta unas 1.3 veces superior a la presen 
tada por los animales normales.
Hemos comprobado también la produceiôn de anemia y de ca 
quexia originada por el tumor en el huesped portador, manifes- 
tada en un marcado descenso en el nivel de hemoglobina en san­
gre y en el de proteinas sêricas.
En la Grâfica 16 estâ representada la relaciôn entre el 
porcentaje de peso del tumor respecto al peso total del animal, 
y el nivel de hemoglobina en sangre del mismo. Podemos observar 
que cuanto mayor es la proporciôn del peso del tumor en el or-
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TABLA II: DATOS GENERALES DE LOS ANIMALES UTILIZADOS A LO LAR­
GO DE TODAS LAS EXPERIENCIAS. (x±D.S.)
RATAS RATAS PORTADORAS RATAS PORTADORAS
NORMALES DEL TUMOR YOSHIDA DEL TUMOR WALKER-256
Peso (g) 209+29 
n = 4 2


































5.1 + 0.4 
n = 12
Significacion estadîstica aplicando la prueba de la t de Student, 
comparando cada grupo de ratas portadoras de tumor, con el grupo 
de animales control: p< 0.001 en todos los oasos. - -jv diferen­
tes estadîstica Muy Significativa.
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GRAFICA 15
PESO H IG A D O  
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p= parfimetro de significacl6n estadîstica obtenido por la .prueba 
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ganismo de la rata, menor es el nivel de hemoglobina que pré­
senta. Aquellos tumores que constituyen mâs del 6% del peso del 
animal, originan en el organisme portador un marcado descenso 
en el nivel de hemoglobina, alcanzândose cifras inferiores a 
los 9 g%.
IV.2. NIVELES TOTALES DE VITAMINA EN SUERO, HIGADO Y TUMOR
DE RATAS PORTADORAS DEL SARCOMA SOLIDO DE YOSHIDA. COMPA-
RACION CON LOS VALORES ENCONTRADOS EN ANIMALES NORMALES.
En la Tabla III se muestra el contenido total de vitami- 
na 8^2 Gn el suero de ratas Wistar portadoras del sarcoma s61i 
do de Yoshida (1027+64 pg/ml), en comparaciôn con un grupo de 
animales control (1077±67 pg/ml). No se observa diferencia es- 
tadlsticamente significative (p <0.30) entre los valores encon- 
trados en el suero de los dos grupos de ratas.
En la Tabla IV estân recogidos los valores del contenido 
de vitamine B^^ en el hîgado de los animales normales (84 ± 5 
pg/mg tejido) y portadores de tumor (104+9 pg/mg tejido).
Dado que el hîgado de las ratas portadoras de tumor tie­
ne un peso superior al de las ratas normales, hemos expresado 
el contenido en vitamina B^ g^ del tejido hepâtico, tan to por mg 
de tejido hûmedo, como por peso de tejido correspondiente a 100 g 
de animal. La prueba de significaciôn estadîstica de la t de 
Student arroja un valor de p < 0.05 cuando expresamos la canti­
dad de vitamina B^ ^^  Por mg de tejido hûmedo, y de p < 0.005 cuan
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TABLA III: NIVELES TOTALES DE VITAMINA EN SUERO.
UNIDAD: pg de vitamina B^^/ml de suero.
RATAS NORMALES RATAS PORTADORAS DEL 















































 ^Student" 0.5498 p < 0.30 Diferencia
estadîstica No Significativa.
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TABLA IV: NIVELES TOTALES DE VITAMINA B^ ^^  ™  HIGADO
pg vitamina B^ g/*"? tejido ng vitamina de hîgado
hepâtico hûmedo correspondiente a 100 g de animaal
Ratas normales Ratas porta- Ratas normales Ratas portadoras 
doras tumor tumor Yoshida.
Yoshida
75 73 282 257
60 82 203 449
79 78 252 382
53 182 . 194 846
108 92 412 453
54 148 206 821
104 126 375 670
85 187 310 753
67 170 348 777
105 56 382 260
79 71 242 315
77 147 379 766
92 70 401 270
133 79 548 309
135 59 513 221
84 74 333 253
89 105 ■ 281 406
71 95 248 307
65 50 190 158
129 64 362 221
67 129 201 467
61 148 197 499
70 243
x= 84 x= 104 x= 309 x = 448
D.S.= 24 D.S.= 43 D.S.= 102 D.S.= 223
E.S.M. 5 E.S.M.= 9 E.S.M.= 22 E.S.M.= 48
n= 23 n= 22 n= 23 n= 22
^Student= 1.93939 ^Student” 2.71008
p < 0.05 Diferencia p< 0.005 Diferencia
Significativa Muy Significativa
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do referimos la cantidad al porcentaje del higado respecto al 
peso total del animal. Esto nos indica que la elevacion en los 
nlveles de vitamina  ^que encontramos en el higado de las ra­
tas portadoras de tumor, se hace afin mâs patente cuando refe­
rimos la cantidad de vitamina B^^ al peso relative del higado, 
debido a que las ratas portadoras de tumor presentan un aumen­
to del tamafio hepâtico respecto a las ratas normales.
En la Grâfica 17 hemos representado mediante un diagrama 
de barras, la diferencia de niveles de vitamina B^^ en el higa 
do de animales normales y portadores de tumor.
En la Tabla V se encuentran los valores de vitamina 
encontrados en el sarcoma sôlido de Yoshida. Hemos expresado 
el contenido total en vitamina B^^ referido a mg de tejido tu 
moral hûmedo, y a peso de tumor respecto al peso total del ani 
mal. En el tejido tumoral Yoshida se détecta la presencia de 
vitamina B^^f con un valor medio que oscila en el intervalo 
de 12.33±2.84 pg de vitamina B^^/mg de tejido tumoral hûmedo. 
Este valor de vitamina B,_ es unas 8.5 veces inferior al encon 
trado en el hîgado de los animales portadores de la neoplasia 
y unas 80 veces inferior al encontrado en 1 ml de suero de los 
mismos animales.
IV.3. DISTRIBUCION DE LAS DIFERENTES FRACCIONES DE COBALAMINA
. EN EL SUERO,HIGADO Y TUMOR DE RATAS PORTADORAS DEL SARCOMA
SOLIDO DE YOSHIDA. COMPARACION CON LOS VALORES ENCONTRADOS
EN ANIMALES NORMALES.
La Tabla VI muestra los valores medios de los porcenta-
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GRAFICA 17; NIVELES DE VITAMINA EN HIGADO.
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TMBLA V: NIVELES TOTALES DE VAMINA B^^ EN EL SARCOMA SOLIDO DE 
YOSHIDA.
pg vitamina Bj^  ^ ng vitamina Bj^^
mg tejido tumoral hûmedo peso del tumor correspondiente



























TABLA VI: FRACCIONES DE COBALAMINA EN SUERO, HIGADO Y TUMOR DE 







del tumor Yoshidda 
n= 11
Me-Cbl, ....... no detectable......  no detectable
(0.6% en un caso)
Ado-Cbl.......... no detectable....... no<detectable
SUERO CN-Cbl............ 84.8±4.0...........  80.0 + 5.3
OH-Cbl...........  14.4 + 3.6...........  20.0±5.3
HIGADO
n = 19
Me-Cbl 1. 3 + 0.7,
Ado-Cbl...........51. 4±6. 8.
CN-Cbl  ....... 30.0 + 7.3,
OH-Cbl............16.7 + 4.6,















La prueba de significaciôn estadîstica de la t de Student: 
da un valor de p <0.20, en todos aquellos casos en los que se 
comparan valores de ratas normales con los de ratas portadoras 
de tumor, lo cual indica que la diferencia entre ellos es NO 
SIGNIFICATIVA estadîsticamente.
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jes de las distintas fracciones de cobalamina en snero e hî­
gado de ratas Wistar portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida, 
en comparaciôn con las obtenidas en ratas contrôles, asî como 
los porcentajes de dichas fracciones en el tejido tumoral Yos­
hida.
No encontramos diferencias significativas entre los por­
centajes de las diferentes fracciones de cobalamina en los dos 
grupos de animales estudiados. De todas maneras, en un anSlisis 
detenido de los resultados, nos parece importante sehalar que 
las ratas portadoras de tumor presentan en el hîgado un valor 
medio de Me-Cbl (3.4%) superior al presentado por las ratas nor 
maies (1.3%). La^gran dispersiôn de los valores de los porcen- 
tanjes en el primer grupo de animales, hace que el cSlculo es- 
tadîstico no arroje diferencia entre los mismos.
Es interesante destacar que en ninguno de los casos se ha 
detectado la fracciôn Ado-Cbl en el suero de las ratas, siendo 
sin embargo ésta la fracciôn existente en mayor proporciôn en 
el tejido hepâtico.
Salvo en un ûnico caso, tampoco fue detectable la presen­
cia de la fracciôn Me-Cbl en suero, correspondiendo el mayor 
porcentaje a la fracciôn CN-Cbl.
En el tejido tumoral Yoshida se han detectado las 4 frac- 
ciones de cobalamina, siendo la Ado-cbl y la CN-Cbl las frac- 
ciones existentes en mayor proporciôn.
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IV.4. NIVELES DE FOLATO EN SUERO, HIGADO Y TUMOR DE RATAS POR­
TADORAS DEL SARCOMA SOLIDO DE YOSHIDA Y DEL CARCINOSARCO
MA WALKER-256. COMPARACION CON LOS NIVELES DE FOLATO EN
ANIMALES NORMALES.
En la Tabla VII se encuentran los valores de niveles de 
folato totales correspondientes al suero de ratas portadoras 
de los tumores Yoshida (21.56+1.92 ng/ml) y Walker-256 (20.29± 
2.16 ng/ml), en comparaciôn con los de los animales control 
(24.27±2.04 ng/ml). Las diferencias estadîsticas entre cada uno 
de los grupos, calculadas mediante la prueba de la t de Student,, 
arrojan valores superiores de p <0.15, que indican que no son 
signif icativas.
En la Grâfica 18 estân representadas la media y desviaciôpn 
estandar de los niveles de folato sérico, correspondientes a 
cada uno de los grupos estudiados.
En las Tablas VIII y IX se encuentran recogidos los valo 
res de folato total correspondientes al hîgado de las ratas por 
tadores de los tumores Yoshida (18.93±1.15 pg/g tejido) y Wal 
ker-256 (20.6G+1.98 pg/g tejido) asî como los valores encontre 
dos en los hîgados de los animales control ( 20.55+3.82 pg/g 
tejido).
No hemos encontrado diferencia estadîsticamente signifi­
cative entre los 3 grupos de animales estudiados, en los nive-
' .  ^ .
les de folato hepâtico expresados por gramo de tejido. Sin em-
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TABLA VII: NIVELES TOTALES DE FOLATO EN SUERO.
UNIDAD: ng de folato/ml de suero.
Ratas normales Ratas portadoras de Rastas portadoras de 





















x= 24.27 x= 21.56 x= 20.29
D.S.= 8.91 D.S.= 8.39 O.S.= 7.16
E.S.M.= 2.04 E.S.M.= 1.92 E.S.M.= 2.16
n= 20 n= 20 n= 12
p (Normal-Yoshida)< 0.475 Diferencia estadîstica No significative 
p (Normal-Walker-256)< 0.15 "
p (Yoshida-Walker-256)< 0.35
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ng folato  
ml suero
35--










Ratas Ratas con Ratas con tumor
normales tumor Yoshida Walker-256
p (Normales-Yoshida)<0,47. Diferencia estadlstica N.S, 
p (Normalea-Walker-256)<0.15. " " "
p (Yoshida-Walker-256)<0.35 " " "
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TABLA VIII: NIVELES TOTALES DE FOLATO EN HIGADO
UNIDAD: de folato/g de tejido hepStico
hümedo.
Ratas normales Ratas portadoras del Ratas portadoras del tu- 
tumor Yoshida mor Walker-256
23.80 23.92 16 .87
20.50 19.13 15.53
14.58 21 .53 14 .69
23.80 18.64 25.18
17.42 17.52 13.59





21 .20 23.59 23.41







25.67 21 . 00
21 .53 22.75





20.55 x=18.93 x= 20
S.= 3.82 O.S.=5.39 D . S . =
S.M.= 0.79 E.S.M.=1.15 E.S.M
24 n= 23 n = 1 i
p (Normales-Yoshida) <0.15 No Significativa• 
p (Normales-Walker-256) <0.49 No Significativa. 
p (Yoshida-Walker-256)< 0.25 No Significativa,
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TABLA: IX .NIVELES TOTALES DE FOLATO EN HIGADO
UNIDAD: pg de folato/peso de hîgado correspom- 
diente a 100 g de animal.
Ratas normales Ratas portadoras del Ratas portadoras del ttu- 

























x= 55.61 x= 72.17 x= 76,40
O.S.=9.93 D.S.= 18.72 O.S.=25.42
E.S.M.= 2.07 E.S.M.=3.99 E.S.M.=7.66
n= 24 n= 23 n=12
p (Normales-Yoshida)< 0.0005 Muy Significativa.
p (Normales-Walker-256)< 0,0025 Muy Significativa.
p (Yoshida-Walker-256)< 0,30 No Significativa.
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biargo, debido al mayor peso del hîgado en los animales porta- 
dfores de la neoplasia, tanto los animales con tumor Yoshida co 
m<o los portadores del tumor Walker-256, presentan un mayor ni- 
V(el de folato referido a peso de hîgado correspondiente a 100 
g de animal, que el presentado por el grupo de animales con- 
tarol. Dicho nivel es comparable en los 2 grupos de animales 
pcortadores de tumor. La relaciôn entre estos valores estS re- 
pnresentada en la Grâfica 19.
En la Tabla X se encuentran recogidos los valores de fo- 
Isito medidos en el sarcoma sôlido de Yoshida y en el carcinosar 
coma Walker-256. Dichos valores varîan en el intervalo de 1.5-5 
pg de folato/g de tejido tumoral hûmedo, en ambos tipos de teji­
do neoplâsico, lo cual représenta un porcentaje del 15-17% del 
nivel de folato presentado en el hîgado de las ratas portadoras 
de tumor.
No hemos encontrado ninguna relaciôn entre el tamano del 
tmmor y el contenido en folato del mismo (coeficiente de corre- 
laciôn r= 0.24 5, para el tumor Yoshida y r= 0.564 para el tumor 
Walker-256). Hemos buscado también una posible relaciôn entre 
el peso relativo del tumor y el contenido en folato expresado 
en peso de tumor correspondiente a 100 g de animal. No hemos 
encontrado relaciôn entre estos 2 parâmetros (coeficiente de 
coirrelaciôn r = 0.405 para el tumor Yoshida y r= 0.330 para el 
tumor Walker-256).
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GRAFICA 19: NIVELES TOTALES DE POLATO EN HIGADO
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T/ABLA X: NIVELES TOTALES DE FOLATO EN TUMOR.
<g de folato/g tejido tumoral ug de folato/peso de tumor co­
hûmedo rrespondiente a 100 g de animal
(atas portado- 









2.39 2.41 10.79 6.63
3.29 1 .59 19.89 9.85
2.13 3.21 13.98 16.82
1 .83 2.25 12.00 10.57
2.84 1 . 26 17.09 14.61
5.18 2.89 31 .43 26.97
4.41 4 .66 20.19 28.01
2.88 3.05 13.39 16.59
3.10 2.91 15.00 19.36
2. 50 5.05 9.11 29.69
4.71 3.63 20.74 22.92









x=3.28 x=3.13 x=14.94 x=18.09
.S.=1 .11 D.S.=1.20 D S.= 5.78 D .S.= 7.49
.M.=0.25 E. S.M.=0.36 E.S M.= 1.32 E.S •M.= 2.26
n = 20 n = 1 2 n = 20 n = 12
p <0.40 Ne signifi- p<0.10 No significativa
cativa
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IV.5. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIMIDILATO SINTETASA (E. C . 2 . 1 . 1 • 4 5 )
EN HIGADO Y TUMOR DE RATAS PORTADORAS DEL SARCOMA SOILIDO
DE YOSHIDA. COMPARACION CON LA ACTIVIDAD ENZIMATICA PRE-
SENTADA POR EL GRUPO DE ANIMALES CONTROL.
En la Tabla XI estân recogidos los valores de la activi 
dad de la enzima timidilato sintetasa en el sarcoma sôlido< de 
Yoshida. Dicha actividad es muy elevada, presentando un range 
de x±D.S.=235395±62898 unidades de actividad.
En la Tabla XII estân recogidos los valores de actividad 
de la timidilato sintetasa, que presentan los higados de las 
ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida, en comparéeiôn 
con la actividad presentada por los higados de los animales con 
trol.
Los higados de los animales normales presentan activida- 
des enzimâticas bajas, aproximadamente de un 1.6% en comparaciôn 
con la actividad del tumor, variando en un intervalo entre 1066 
y 6426 unidades de actividad enzimâtica, e incluso en 4 de las 
16 muestras estudiadas, la actividad no pudo ser detectada.
En los higados de los animales portadores del sarcoma sô 
lido de Yoshida hemos encontrado que 9 de los 19 casos estudia 
dos, presentan valores de actividad (5358±3408 unidades) igua- 
les a los presentados por los higados normales (3746+2580 uni— 
dades) (p<0.20), mientras que en el resto la actividad es sig­
nif icativamen te superior (49633±29808 unidades) (p<0.001).
Dado que el sarcoma sôlido de Yoshida es un tumor expe-
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TABLA XI: ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIMIDILATO SINTETASA EN EL 
SARCOMA SOLIDO DE YOSHIDA.
• Unidad de actividad : por . ^H-------
mg de tejido hûmedo, 4 0 min.,37'C






















TABLA XII: ACTIVIDAD DE LA ENZIMA TIMIDILATO SINTETASA EN HIGADO 
DE RATAS NORMALES Y PORTADORAS DEL SARCOMA SOLIDO EN 
YOSHIDA.
Unidad de aetlvldad:-^Ea-E£2âïï£WiÜ£or ,H
mg tejido hûmedo, 40 min.,37sC
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rimental metastatizable (164) , y dada la elevadîsiir.a activi- 
dad de la timidilato sintetasa que presentan las células tumo 
raies, nos cuestionamos la posibilidad de que la mayor activi 
dad presentada por algunos liigados de animales portadores de 
tumor, fuera debida a la presencia de infiltraciones de células 
tumorales en la masa hepStica. Debido a ello, enviâmes al Depar 
tamento de Anatomîa Patolôgica de esta Fundaciôn, muestras de 
los higados de las ratas portadoras de tumor, cuya actividad 
de la timidilato sintetasa era determinada en el laboratorio.
Los resultados obtenidos indicaron la presencia de célu 
las tumorales en aquellos higados que presentaban actividades 
elevadas de la timidilato sintetasa, superiores a las 20000 uni 
dades de actividad. La apreciaciôn cualitativa del grado de in 
filtraciôn del tejido, estaba relacionada con un mayor nivel 
de actividad enzimâtica.
Esto indica que la actividad de la enzima timidilato sin­
tetasa en el hîgado de las ratas portadoras del sarcoma sôlido 
de Yoshida, no difiere significativamente de la que présenta 
el higado de los animales contrôles, y que en aquellos casos 
en los que existen diferencias, ëstas son debidas a la presen­
cia de infiltraciones de células tumorales en el tejido hepâ- 




Las experiencias realizadas durante el desarrollo de e£ 
te trabajo han tenido como fin el intentar esclarecer si la cap 
taciôn de metabolites del huesped, que provoca el crecimiento 
de una neoplasia, se extiende también a aquellas vitaminas y 
cofactores esenciales para que se lleven a cabo <?on normalidad to 
das las reacciones implicadas en los procesos de divisiôn ce- 
lular. '
Hemos escogido la vitamina Y los folatos como objeto 
de esta investigaciôn, por tener sus métabolismes relacionados 
y estar implicados en la biosintesis del timidilato, uno de los 
pasos limitantes de la biosîntesis del DNA.
V .1. Los animales portadores de tumor manifiestan un marcado des-
censo en el nivel de hemoglobina en sangre y de protei-
nas sëricas.
Estas dos manifestaciones son indicativas de la caque- 
xia general que el crecimiento tumoral provoca en el métabo­
lisme del huesped.
Hemos observado que aquellos tumores que constituyen mâs 
del 6% del peso corporal del animal, originan en el organisme 
portador un marcado descenso en el nivel de hemoglobina, al- 
canzSndose en algunos casos cifras de 9 g. %.
Existe una relaciôn directa entre el descenso en los ni­
velés de hemoglobina y el aumento del tamafio del tumor (Grâfica 
16) .
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Investigaciones anteriores han demostrado que las ratas 
con tumor Yoshida y Walker-256, junto con la anemia desarrollan 
una intensa hipoglucemia, que va haciendose mayor a medida que 
aumental el tamano del tumor (5). De la Piedra y col. (12) lle- 
gan a la conclusiôn de que la anemia que se desarrolla en los 
animales portadores de tumores expérimentales, estâ causada fun 
damentalmente por una disminuciôn de precursores metabôlicos 
derivados del métabolisme de los hidratos de carbono,necesarios 
para la formaciôn de la succinil-CoA, punto de partida para la 
biosîntesis del Hemo. Dichos autores denominan este tipo de ane 
mia como "anemia por falta de precursores".
En cuanto a la disminuciôn de proteinas séricas en el hue£ 
ped, es fScil de explicar, ya que estâ demostrado un acelerado 
catabolismo de la albûmina en los animales portadores de tumor 
(18,19) e incluso la captaciôn de la proteina compléta por el 
tejido tumoral (20,21).
V.2. El hîgado del huesped portador de una neoplasia, aumenta 
significativamente de tamano, en comparaciôn con el higa­
do de un animal normal.
Este fenômeno podrîa ser debido a una hiperfuncionalidad 
del tejido hepâtico, ya que debido a la acciôn del tumor, el 
hîgado se ve sometido a un metabolismo intenso, en el que han 
sido demostrados un active desdoblamiento de glucôgeno para la 
formaciôn de glucosa (5,7), un intenso métabolisme de la ala- 
nina procédante de las proteinas musculares hacia glucosa(16)
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y un desdoblamiento de los llpidos hacia la formaciôn de âcido>s 
grasos que van a ser utilizados como combustible metabolico (L4)
En resumen, el higado estâ sometido durante el desarrollo 
neoplâsico a un métabolisme exacerbado que puede ser el causan­
te de la hipertrofia del ôrgano.
V .3. Los niveles de vitamina  ^ son normales en el suero de
los animales portadores de tumor.
Hemos medido un nivel de vitamina de 1077±67 (*) pg/ml
de suero en ratas normales, y de 1027164 pg/ml de suero en ra­
tas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida.
Los niveles de vitéunina B^^ hablan sido medidos con an 
terioridad en sueros normales de rata y otros animales de expe- . 
rimentaciôn (118), pero no hemos encontrado ningûn trabajo pre- 
vio sobre los valores de vitamina B^^ sêrica en ratas portado­
ras de tumor.
V.4. No hemos detectado la presencia de las fracciones Ado-Cbl 
y Me-Cbl en suero de rata.
La ausencia de Ado-Cbl en los sueros de las ratas, tanto 
normales como portadoras de tumor, puede tener su explicaciôn 
en el hecho de que la Ado-Cbl es la forma de la vitamina que 
se sintetiza y actûa en la mitocondria, y por lo tanto no de- 
be estar présente en la sangre. En humanos ha sido des- 
crita la ausencia de Ado-Cbl en sangre circulante (131). Sin
(*) xl E.S.M.
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embargo, en ratas y en otras especies de mamîferos se ha medi 
do la Ado-Cbl como forma mayoritaria de la vitamina en plasma. 
En este aspecto, nuestros resultados no concuerdan con los de 
Quadros y col. (118), que encuentran un valor medio del 55% de 
Ado-Cbl en el plasma de 3 ratas Wistar. Estos autores encuen­
tran también que la Me-Cbl es la forma de cobalamina minorita 
ria en la mayorîa de los tejidos de rata. Nosotros, salvo en 
un sôlo caso, no hemos detectado la fracciôn Me-Cbl en suero.
Creemos importante sehalar que nosotros hemos analizado 
18 sueros normales y 11 sueros de ratas portadoras de tumor, 
mientras que Quadros y col. (118) basan sus resultados en so- 
lamente 3 muestras, lo cual pensâmes no permite sacar conclu- 
siones vâlidas, dada la dificultad que el mêtodo cromatobioau- 
togrSfico entrana.
Ante la sorpresa que nos causé la ausencia de Me-Cbl en 
suero de rata, nos preguntamos si séria debida a un fallo en 
el proceso de aislamiento de la vitamina del suero (dicha
fracciôn era determinada en extractos hepSticos y tumorales), 
y dado que la Me-Cbl ha sido descrita como la forma predominan 
te de la vitamina présente en plasma humano, procesamos 5 sue­
ros humanos normales, apareciendo en todos ellos la fracciôn 
Me-Cbl, lo cual indicaba que su ausencia en suero de rata, no 
era debida a un error en el proceso de extracciôn.
Por todo ello, nuestros resultados nos conducen a pensar 
que la Me-Cbl y la Ado-Cbl en suero de rata, o bien estân au- 
sentes, o bien estan présentes en concentraciones muy bajas.
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no sensibles a la determinaciôn por el mêtodo cromatobioauto- 
grâfico que hemos utilizado.
Lo que nos parece mâs importante es el hecho de que los 
patrones de distribuciôn de las fracciones de cobalamina sêri­
ca , coinciden en los animales normales y portadores de tumor.
V.5. El higado del huesped portador de la neoplasia présenta 
niveles de vitamina superiores a los de los animales 
contrôles.
El hîgado es el Ôrgano del cuerpo en el que el folato 
estâ sometido a un métabolisme mâs intenso, y alberga mâs de 
la mitad del total de folatos corporal (165,192).
Si el tumor se abasteciera de la vitamina B^ ^^  de pro- 
cedencia hepâtica, cabrîa esperar encontrar una disminuciôn 
en el nivel de vitamina del hîgado del huesped, acorapanado 
de un mayor nivel de vitamina sérica. Pero segûn nuestros 
resultados, esto no sucede aâî. Por el contrario, el animal 
portador de tumor présenta una elevaciôn en los niveles de 
vitamina en hîgado, es decir, un aumento en el poder de al- 
macenamiento hepâtico de la vitamina. Creemos que esto pue­
de ser interpretado a la luz de la hiperfuncionalidad del 
tejido hepâtico, que exige un nivel mayor de las formas coen 
zimâticas de cobalamina para cubrir una mayor demanda de coen 
zimas de folato metabolicamente activas. Esta mayor demanda de 
folatos activos es lôgico que tenga lugar en el hîgado, tejido
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con un metabolismo intenso provocado por la acciôn del tumor,
en el que las reacciones de transporte de fragmentes de un car­
bone» deben estar aumentadas.
Dado el aumento de tamano que expérimenta el higado del 
hues;ped, cabrîa incluso preguntarse si esa demanda de folatos 
activos serîa debida a un aumento en la tasa de divisiôn de 
las células hepSticas. A la luz de esta posibilidad la activi- 
dad enzimâtica de la timidilato sintetasa de hîgado de los ani­
males portadores de tumor nos indica que no hay un aumento en 
la tasa de proliferaciôn celular, ya que en los higados del 
huesped en los que la actividad es elevada, hemos detectado la 
presencia de infiltraciones tumorales, y dada la elevadîsima 
actividad de la timidilato sintetasa en células neoplâsicas, esa 
mayor actividad corresponderîa a las células infiltradas, y no 
a las del tejido hepâtico.
Por todo ello, creemos que el aumento en los niveles de 
vitamina en el hîgado del animal portador del sarcoma sôli­
do de Yoshida, puede ser debido a un aumento en el poder de 
almacenaroiento hepâtico de la vitamina B^^, ante el elevado gra­
do de actividad metabôlica que desarrolla para proporcionarle 
al tumor los metabolitos energéticos que este necesita para su 
crecimiento.
V. 6.En el sarcoma sôlido de Yoshida estâ présente la vitamina
pudiendose detectar en dicho tejido las 4fracciones de cobala­
mina.
En el tejido tumoral Yoshida hemos medido un nivel de vi-
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tamina de 12.33+2.84 (*) pg/mg de tejido hûmedo. Este valor 
représenta solaunente un 11,80% del nivel de vitamina *3^ ® he— 
mos medido en el higado del huesped.
Por otra parte, si comparamos el valor de vitamina B^ g^ 
en el tumor, con los encontrados en otros tejidos de rata por. 
Quadros y col. (118), podrlaunos considerar que el tumor tiene un 
nivel relativamente bajo de esta vitamina.
Como ejemplos de niveles de vitamina B^g ®*^  diverses teji 
dos de rata, tenemos los siguientes (118):
Eritrocitos; 300+54 (**)pg/ml 
Higado: 64 ±5.6 pg/mg.
Corteza renal: 551+ 60 pg/mg
Bazo: 46±3.2 pg/mg
Câpsulas adrenales: 259+11.8 pg/mg.
Cerebro: 3Oil.6 pg/mg 
Corazôn: 126+14.5 pg/mg
Mucosa del intestine delgado proximal: 25±3.2 pg/mg 
Mucosa del intestine delgado distal: 46± 6.4 »
Mûsculo esquelético: 9+1.8 pg/mg
Ya con anterioridad habla sido descrito que el conteni­
do toital de cobalamina en tumores de higado de rata, es bajo (78 ,79)
(*) x ±  E.S.M.
( ** ) X + E . S . M . ; n = 6 para todos los tejidos, excepto para eritrocitos, en 
drande n= 3.
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Linnell y col.(77) han medido los niveles de vitamina 
®12 los hepatomas expérimentales de rata,Morris 7777 y Morris 
7800, y han encontrado que ambos tipos de hepatomas presentan 
niveles diferentes de esta vitamina;
Hepatoma Morris 7777; 15.2+0.8 pg/mg tejido hûmedo.
(Este valor représenta un 12.5% del contenido en vitamina 
'del tejido hepStico normal del huesped).
Hepatoma Morris 7800; 81+10 pg/mg tejido hûmedo.
(Este valor représenta un 51% del contenido en vitamina B^g (^ el 
tejido hepStico normal del huesped).
Una posible causa de la diferencia tan grande de niveles 
<de vitamina B^ ^^  sn estos dos tipos de hepatoma, puede residir en 
(que el hepatoma 7777 generalmente crece mâs deprisa y es un tejido 
imenos diferenciado que el hepatoma Morris 7800.
El nivel de vitamina B^^ 3^® hemos encontrado en el sarco- 
ima sôlido de Yoshida, coincide con el medido en el hepatoma Morris 
777 7. Por otra parte, dicho nivel es del orden del encontrado en 
la médula ôsea humana normal (12.96il.44 pg/mg (*), considerando 
«esta como un tejido normal en proliferaciôn (116). No.existen da­
tes sobre valores de vitamina ^-^2 m.édula ôsea de rata.
<*) x+E.S.M.; n= 13
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Todas estas comparaclones nos conducen a la conclusiôn 
de que aunque el nivel de vitamina en el tumor pudiera pare- 
cernos bajo en comparaciôn con el presentado por el higado v otros 
ôrganos de rata, dicho nivel se corresponde con el de un tejido 
proliferative normal.
El no existir un transporte sérico, aumentado de vitamina 
los animales portadores de tumor, quizâ sea indicativo de 
que con el aporte normal de la sangre circulante el tumor cubre 
sus necesidades en vitamina / lo cual es lôgico si tenemos en 
cuenta que para desempehar la funciôn de coenzima, se necesitan 
cantidades minimas de la vitamina.
V.7. Posible interpretaciôn de los elevados niveles de CN-Cbl me­
didos en todos los tejidos estudiados.
La elevada proporciôn de CN-Cbl que hemos determinado en 
suero (84.8%), higado (30%) y tumor (41%), puede extrahar en un 
principio ya que la CN-Cbl no es una forma de vitamina ^-^2  
actividad de coenzima, e incluso ha sido descrita por algunos 
autores como forma no fisiolôgica de la vitamina (167,168). So­
bre este ûltimo aspecto existen discrepancies, pues hay autores 
que indican que la CN-Cbl estâ présente en el organisme, y puede 
transformerse en las formas de cobalamina metabôlicamente activas 
(51) .
En el plasma de sujetos fumadores y en pacientes con afec- 
ciôn del nervio Ôptico, o que presentan algûn trastorno en el meta
- 1 5 1 -
bolismo del iôn cianuro, se han encontrado proporciones muy ele 
vadas de CN-Cbl (169-171). En todos estos casos parece ser que 
tiene lugar una inactivaciôn de la vitamina metabôlicamente
activa mediante su conversiôn en CN-Cbl, fScilmente excretable.
El nivel de CN-Cbl en plasma de rata es muy superior 
al encontrado en el hombre, y dicho derivado se détecta en todos 
los tejidos de rata estudiados (118) . Esto puede tener su expli­
caciôn en el hecho de que los niveles del iôn cianuro y de tio- 
cianato en plasma de rata normal son roucho mâs elevados que los 
humanos, y es posible que parte de ese cianuro se combine con la 
cobalamina.
Aparté de esta explicaciôn, los animales utilizados en 
nuestra experiencia reciben el aporte de vitamina de la dieta
en forma de CN-Cbl (ver Tabla I), con lo cual no es de extranar
que su presencia en suero sea tan elevada.
V.8. El contenido total de folato en suero e hîgado de las ratas
portadoras de tumor, no manifiesta ninguna variaciôn res­
pecte a los valores normales.
El nivel de folato total medido por radioanâlisis en sue­
ro e higado de rata no muestra diferencias entre el grupo de 
animales normales y portadores de los tumores Yoshida y Walker- 
256.
V. 9. El tumor satisface su demanda de folato activo con un nivel
relativamente bajo de este metabolite.
A pesar del elevado grado de proliferaciôn celular del 
tejido neoplâsico, el nivel de folato medido por radioanâlisis
es sôlo un 15-17% del nivel de folato que présenta el higado
del huesped.
Si comparamos el valor de folato de los dos tipos de tumo­
res con los que hemos trabajado, con los medidos por otros autores
- 1 5 2 -
en tejidos en proliferaciôn, encontramos la siguiente relaciôn:
X — E.S.M* n
Sarcoma sôlido Yoshida 3.28±0,25 pg/g de tejido 20
Carcinosarcoma Walker-256 3.13±0,36 " 12
Hepatoma Novikoff (93) 3.3+0.3 pg/g de tejido 4
Médula ôsea de rata (172) 2.38±0.22 " 3
Como podemos observar, estos valores son del mismo ordena. 
Por otra parte, los niveles de folato en tumor son algo superio-- 
res a los detectados en rinôn, bazo, mûsculo, intestino, cerebroa 
y corazôn de rata (172). Sin embargo, la efectividad metabôlica 
del folato contenido en el tumor es alta, ya que en el tejido tuü- 
moral se ha descrito una tasa elevada de sîntesis de timidilato 
y de purinas (173-175).
Los mecanismos de regulaciôn enzimâtica de la timidilatoo 
sintetasa y de la timidina quinasa en el tumor son diferentes dee 
los presentados por un tejido normal no proliferativo (176-179)..
En el fibrosarcoma RNC 290, linfoma linfocitico RNC 354, linfomaa 
monocitico 140, hepatoma Morris 7777 y tumor pancreâtico implan^ 
tados a ratas, se ha observado que tanto la actividad de la timli- 
dilato sintetasa como la de la timidina quinasa son muy altas em 
comparaciôn con las actividades que presentan los tejidos normaJles 
(49). Estas investigaciones indican que en los tejidos neoplâsi—  
COS hay un desblogueo de la "via de recuperaciôn" de la slntesiss 
de timidilato, mediada por la timidina quinasa, independiente dte
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de folato. Las actividades de estas dos enzimas implicadas en la 
biosîntesis de timidilato, no presentan una relaciôn recîproca en 
tre allas durante la diferenciaciôn celular. asociada al proceso 
neoplâsico y las actividades que presentan son independientes en­
tre si (49).
V .10 El contenido celular de los cofactores individuales de folato 
puede diferir de unos tejidos a otros.
Del estudio de diverses trabajos en los que se han idonti 
ficado las formas de folato mayoritarias en tumor y en hîgado del 
huesped, se desprende la idea de que los distintos tejidos de un 
organisme manifiestan requerimientos diferentes de derivados de 
folato activos, dependiendo de sus rutas metabôlicas funcionales 
mâs importantes.
Por ejemplo, en dos tipos diferentes de tumores sôlidos 
transplantables, el linfosarcoma Murphy-Sturm y el carcinosarcoma 
Walker-256, la relaciôn entre les derivados -formil-THF:
-metil-THF es de 7:1 en el primer caso, y de 1:4 en el segundo 
caso (95,180). Dichos tumores difieren en su respuesta al meto- 
trexato como inhibidor de la DHF-reductasa, enzima que présenta 
el mismo nivel de actividad en ambos tipos de tumor.
Trabajos realizados en los ûltimos anos en los que se han 
caracterizado las distintas formas de folato présentes en di­
verses tejidos, muestran que el hîgado de las ratas normales tie­
ne una proporciôn mayor de las formas de folato metiladas (60%) 
que de las formas formiladas (20%) (181,193), mientras que en las
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ratas con tumor la forma hepâtica mayoritaria es el -formiil- 
folato. En ambos casos, la mayor proporciôn corresponde a las 
formas pentaglutamato (101, 102,182).
Los derivados de folato mayoritarios en la orina de 1 as 
ratas normales estân en forma de monoglutamatos, y se détectai una 
elevada proporciôn de -formil-folato y de -metil-THF (1-83) . 
Sin embargo, las ratas portadoras de tumor excretan principaLmente 
-formil-folato y -formil-THF en la orina de 24 horas (99,
104).
Estos resultados son coïncidentes con los de otro grupo 
de investigadores que han demostrado que la actividad de las enzi 
mas que intervienen en la sîntesis del -formil-THF, estâ au-
mentada en condiciones de mâlignidad (184). Parece probable <que 
en condiciones caracterizadas por un aumento en la tasa de pxol^ 
feraciôn celular, haya un mayor requerimiento de la forma -for:
mil-THF para la biosîntesis de las bases pûricas de los âcidos nu 
cleicos.
En extractos de tumor Walker-256 y de higado de los anima 
les portadores, no se ha detectado la existencia de -met11—THF 
como sucede en los higados normales (99). Connor y Blair (98) han 
caracterizado la forma -formil-folato pentaglutamato en higa­
do de ratas tanto normales como portadoras de tumor. Sin embargo
en el tumor el derivado mayoritario de folato corresponde a la 
forma reducida -form 
poliglutamato (99, 101).
il-THF, y se encuentra también en forma
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La presencia de -fomil-THF en el tumor puede tener un
papel regulador en la divisiôn celular. Se sabe que los poliglu 
tamaitos del -formil-folato (présentes en el higado) son po- 
tentes inhibidores de la DHF-reductasa, mientras que los poli- 
glutamatos del -formil- THF (présentes en el tumor) no
lo son (99,185). Este hecho puede significar la existencia de 
un mecanismo de control diferente en los tejidos proliferati- 
vos y no proliferativos, de manera que en el tumor el folato se 
metabolice preferentemente hacia el derivado que mâs favorezca 
la reqeneraciôn del THF.
Los autores de estos trabajos tampoco desechan la posibili 
dad He que una parte importante del -formil-folato pentaglu­
tamato que miden en el higado de ratas normales y con neoplasia, 
derive por simple oxidaciôn del -formil-THF pentaglutamato,
durante el proceso de extracciôn (102).
El anâlisis de estos trabajos y de nuestros resultados 
nos sugiere que la regulaciôn metabôlica de las reacciones im­
plicadas en el transporte de fragmentes de un carbono en el tu­
mor, no se realiza a travës de un aumento del nivel de folato to- 
tal sino a través de una conversiôn preferencial del THF hacia 
los derivados metabôlicos mâs importantes para el desarrollo de 
dichas reacciones.
Anteriormente se habla descrito la existencia de una de- 
ficiencia en folatos en pacientes con cancer y en animales por­
tadores de tumores transplantables, medida por una excrecciôn 
urinaria aumentada de FIGLU (108,93), por el descenso de acti-
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vidad en el tumor de varias enzimas implicadas en reacciones 
de transferencia de un âtomo de carbono (94) , velocidad de 
aclaramiento sérico de folato aumentada (113) y niveles séri- 
cos de folato disminuidos (109-111). Creemos que dichas defi­
ciencies pueden ser explicadas por la existencia de un cambio 
en las proporciones y distribuciôn de los cofactores de folato 
que actûan en condiciones de normalidad, originado por la pre­
sencia del tumor.
Los resultados que hemos obtenido a partir de la medida 
de los niveles de vitcimina y de folatos en ratas portado­
ras del sarcoma sôlido de Yoshida y del carcinosarcoma Walker- 
256, nos llevan a concluir que la presencia del tumor no pro- 
duce una deficiencia ni de folato ni de vitamina B^^ en el hues­
ped portador. El aumento en el nivel de vitamina B^^ encontrado 
en el higado del huesped debe estar relacionado exclusivamente 
con la hiperfuncionalidad de este ôrgano provocada por la pre­
sencia del tumor, y no con las necesidades de cobalamina o de 
folato del tejido neoplâsico. Es probable que el efecto del 
tumor sobre el metabolismo de folato resida en una sîntesis 
preferencial dentro del tejido tumoral, de aquellos cofacto­
res de folato necesarios para la sîntesis de âcidos nucleicos.
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VI. CONCLUS I0NE3
El anSlisiî de los resultados que hemos obtenido, asî como 
el estudio de los trabajos publicados sobre el métabolisme 
de la vitamina Y "^e los folatos en procesos neoplSsicos, 
nos ha conducido a las siguientes conclusiones:
la.- Las ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida 
y del carcinosaicoma Walker-256, manifiestan un marcado des- 
censo en el nivel de hemoglobina en sangre, y en el nivel de 
proteinas séricas. Estas dos manifèstaciones son indicativas 
de la caquexia çeneral que el crecimiento tumoral provoca en 
el organisme de] huesped.
23.- El hiçado de las ratas portadoras de neoplasia mani- 
fiesta un destacado aumento de tamano, en comparaciôn con el 
hîgado de un animal normal. Este aumento del tamano del hîgado 
no es debido a un aumento en el grade de divisiôn de las célu- 
las hepâticas, ya que la actividad de la enzima timidilato sin 
tetasa es la misma en los hîgados de las ratas normales y de 
las ratas portadoras de tumor.
Creemos que la causa de la hipertrofîa del hîgado reside 
en la hiperfuncionalidad metabôlica a la que estâ sometido du­
rante el desarrollo neoplâsico, debida a la movilizaciôn masi- 
va del combustible metabôlico que va a ser utilizado por el 
tumor.
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3a.- Los niveles de vitamina el suero de las ratas
portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida (1027±64 (*) pg de vi­
tamina de suero) coinciden con los que presentan las ra­
tas normales (1077+6?) pg de vitamina B^^ ml de suero).
En el suero de rata hemos detectado ûnicamente las frac- 
ciones CN-Cbl (34.3±4%) (*) en ratas normales, 3 0.0±5.3% en ra
tas portadoras de tumor) y OH-Cbl (14.4+3.6%) en ratas normales,, 
20.0±5.3% en ratas portadoras de tumor). Las fracciones Me-Cbl 
y Ado-Cbl en suero de rata, o bien estân ausentes, o bien estân 
présentes en concentraciones muy bajas, no sensibles a la deter 
minaciôn por el método cromatobioautogrâfico que hemos utilizadco.
Nos parece importante destacar el hecho de que los patrô­
nes de distribuciôn de las fracciones de cobalamina sérica coin : 
ciden en los animales normales y portadores de tumor.
4â.- Los hîgados de los animales portadores del sarcoma 
sôlido de Yoshida presentan niveles de vitamina B^ ^^  d04±9 (*) 
pg vitamina tejido hepâtico hûmedo) superiores a los de
los animales control (84+5 pg vitamina B^^/mg tejido hepâtico 
hûmedo).
Se han detectado las 4 fracciones de cobalamina en los hl-^  
gados estudiados, presentando un patrôn de distribuciôn similar 
en las ratas normales (Me-Cbl=1.3±0.7% (*), Ado-Cbl=51.4±6.8% 
CN-Cbl=30.0+7.3% y OH-Cbl=16.7+4.6%) y en las ratas portadoras 
de tumor (Me-Cbl= 3.4 + 2.1 %, Ado-Cbl=49.8±5.5%, CN-Cbl = 22.6 + 5.2% 
y OH-Cbl=23.2±5.1%)
(*) xiE.S.M.
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Creemos que el aumento en los niveles de vitamina g ^n 
el hîgado del animal portador del sarcoma sôlido de Yoshida pue 
de ser debido a un aumento en el poder de almacenamiento hepâ­
tico de la vitamina  ^' ante el elevado grado de actividad me- 
tabôlica que desarrolla.
5â.- En el sarcoma sôlido de Yoshida estâ présente la vi­
tamina B^2 (12.33^ 0.65 (*) pg vitamina B^2/mg tejido tumoral 
hûmedo), pudiéndose detectar en dicho tejido las 4 fracciones 
de cobalamina (Me-Cbl=0.7i0.4% (*), Ado-Cbl=39.0±5.7%, CN-Cbl= 
■41.015.3% y 0H-Cbl=19.Cil.8%).
Aunque el nivel de vitamina g en el tumor pudiera ser 
considerado bajo en comparaciôn con el presentado por el hîgado 
y otros Ôrganos de rata, dicho nivel se corresponde con el de 
un tejido proliferativo normal, como es la mêdula ôsea humana.
6a.- Los folatos totales medidos en el suero de las ratas 
portadoras de tumor Yoshida (21.56ll.92 (*) ng folato/ml suero) 
y de las ratas portadoras del tumor Walker-256 (20.2912.16 ng 
folato/ml suero) no manif iestan ainguna variaciôn signif icativa 
respecte a los valores normales (24.27i2.04 ng folato/ml suero).
AsI mismo, el nivel de folato que hemos medido en el higa 
do de las ratas portadoras del tumor Yoshida (18.93ll.15 (*)
|ig folato/g tejido hepâtico hûmedo) coinciden con el medido en 
el hîgado de los animales control (20.55±0.79 ,ug folato/g teji 
do hepâtico hûmedo ) .
(*) xi E.S.M.
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7a.- El tumor satisface su demanda de folato activo con 
un nivel reducido de esta vitamina (1.5-5 y q folato/g tejido 
tumoral hûmedo, en ambos tipos de tejido neoplâsico) lo cual
représenta un 15-17% del nivel de folato presentado por el
gado de las ratas portadoras de tumor. Dicho nivel es similar 
al de la mêdula Ôsea de rata.
8i El anâlisis de varios trabajos publicados sobre las
formas de folato présentes en los tumores y de nuestros resul­
tados, nos sugiere que la regulaciôn metabôlica de las reaccio- 
nes implicadas en el transporte de fragmentes de un carbono en 
el tumor, no se realiza a travês de un aumento del nivel de fo 
lato total, sino a travês de una conversiôn preferencial de ese; 
folato hacia los derivados metabôlicos mâs importantes para el 
desarrollo de dichas reaccionesohacia aquellos derivados que a 
travês de mécanismes de control enzimâticos (DHF-reductasa) fa 
vorezcan la regeneraciôn de THF.
9â.- La actividad de la enzima timidilato sintetasa que 
hemos medido en el sarcoma sôlido de Yoshida (235395+62898 uni 
dades de actividad (**)), es muy elevada como sucede en todo te 
jido en proliferaciôn.
La actividad de la timidilato sintetasa en el hîgado de 
las ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida (5358+34 08 
unidades de actividad) no difiere de la que présenta el hlga- 
do de los animales control (374612680 unidades de actividad), 
y en aquellos casos en los que existen diferencias êstas son 
debidas a la presencia de infiltraciones de cêlulas tumorales.
-X i D.S., «n. „„i.aa a. actividad.  ^ 3,,,
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y no a la propia actividad de las cêlulas del tejido del hues­
ped.
10a.- En resumen, los resultados que hemos obtenido de 
la medida de los niveles de vitamina y de los folatos en
ratas portadoras del sarcoma sôlido de Yoshida y del carcino­
sarcoma Walker-256, nos llevan a concluir que la presencia del 
tumor no produce una deficiencia ni de folato ni de vitamina 
B 2^ en el huesped portador.
El aumento en el nivel de vitamina B^  ^ encontrado en el 
hîgado del huesped debe de estar relacionado exclusivamente con 
la hiperfuncionalidad metabôlica de este ôrgano provocada por 
la presencia del tumor, y no con las necesidades de cobalamina 
o de folato del tejido neoplâsico.
Es probable que el efecto del tumor sobre el metabolismo 
del folato resida en una sîntesis preferencial dentro del teji 
do tumoral de aquellos cofactores de folato necesarios para la 
sîntesis de âcidos nucleicos.
- 1 6 2 -
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